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RESUMO

OLIVEIRA, S.S. (1998). Avaliagdo do potencial de um lodo anaerébio termodfilo na
degradagio do composto pentaclorofenol (PCP). S#o Carlos, 1998. 130p. Dissertagdo
(Mestrado) — Escola de Engenharia de S@o Carlos, Universidade de Sdo Paulo.

A presente Dissertacio de Mestrado aborda o estudo do potencial do uso de
um lodo granulado anaerdbio na degradacdio do composto pentaclorofenol (PCP),
lodo esse proveniente de um reator anaerobio de fluxo ascendente e manta de lodo
(UASB) operado sob condi¢des termofilicas (55£2°C) para o tratamento de vinhaca.
O consércio microbiano granulado foi estudado sob condigdes de anaerobiose estrita,
com o objetivo primordial de enriquecer culturas de bactérias anaerdbias em meio
especifico contendo PCP e avaliar a biodegradagdo terméfila do PCP sob condigdes
metanogénicas. Trés ensaios para o enriquecimento do lodo granulado foram
realizados em meio mineral acrescido de fontes organicas, tais como; acidos acético,
propidnico e butirico, glicose e etanol. O PCP foi estudado na concentragio de 2,5
mg/L, sempre adicionado ao meio em solucdo de etanol. Os resultados mostraram a
capacidade do lodo terméfilo enriquecido na degradacio do PCP. Aproximadamente
100% do composto foi removido na presenca dos 4acidos orgénicos volateis, e cerca
de 80% quando do emprego da glicose. Porcentagem elevada de degradacdo também
foi verificada quando apenas etanol e o organohalogenado estiveram presentes no
meio. Os maiores valores de metano foram obtidos nos ensaios contendo somente
acidos organicos volateis, e naqueles contendo os acidos, etanol e PCP. Os valores
calculados de atividade metanogénica especifica para os lodos granulados durante o
enriquecimento contendo 4cidos organicos volateis, etanol e PCP estiveram proximos,
em geral, a 0,06 mmoles CH, /gSSV.h. Os resultados de remogdo de PCP foram
obtidos nos ensaios de enriquecimento com duragfo de até 19 dias de incubagio, a 55
+2°C. No entanto, 0 ensaio 2 com duracdo de 7 dias, revelou que nas condi¢des
estudadas ¢ provavel que cerca de 50% do PCP seja removido nesse periodo, na
presenca de 4cidos orgénicos e etanol, ou apenas etanol. A dilui¢do da amostra
enriquecida em meio mineral contendo 4cidos orgénicos, etanol e PCP resultou na
obtencio de uma co-cultura com bacilos de tamanhos diferentes, sendo um
fluorescente, relacionado ao género Methanobacterium uma Archaea metanogénica
hidrogenotréfica ¢ um bacilo néio fluorescente. Os exames microscopicos também
indicaram a presenca de organismos do género Methanosarcina nas condi¢des de
cultivo citadas. O pentaclorofenol também foi removido do meio durante os estudos
com a co-cultura. As analises cromatograficas do PCP nos ensaios de enriquecimento
e de obtencdo de culturas revelaram a presenca de dois compostos intermediérios no
meio: o diclorofenol (DCP) e o triclorofenol (TCP).

palavras-chave: biodegradacdo anaerdbia, termdfilos, pentaclorofenol, bactérias
metanogénicas, co-cultura.
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ABSTRACT

Oliveira, S.S.(1998). Evaluation of the potential of an anaerobic thermophilic sludge in the
biodegradation of compound pentachlorophenol (PCP). Sdo Carlos, 1998. 130 p. Dissertagdo
(Mestrado) - Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo.

The present study deals the evaluation of the potential of using an anaerobic
granular sludge in the degradation of pentachlorophenol (PCP), originated from an
upflow anaerobic sludge blanket (UASB) operated under thermophilic conditions
(5542 °C) for the vinasse treatment. The granular microbial interactions were studied
under strict anaerobic conditions, aiming to enrich cultures of anaerobic bacteria in a
specific environment containing PCP, and to evaluate the thermophilic biodegradation
of PCP under methanogenic conditions. Three experiments for the enrichment of the
granular sludge were carried out in a mineral environment containing organic sources,
such as acetic, propionic and butyric acids, glucose and ethanol. PCP was studied at
the concentration of 2.5 mg/L, always diluted in ethanol. The results showed the
capacity of enriched thermophilic sludge to degrade PCP. Almost 100% and
approximately 80% of the compound were removed in the presence of organic
volatile fatty acids and glucose, respectively. A high degradation percentage was also
verified when only ethanol and organohalogenated were present in the environment.
The highest values of methane were obtained in the experiments with only volatile
fatty acids, and in those containing the acids, ethanol and PCP. The specific
methanogenic activity for granular sludge during the enrichment containing the
volatile fatty acids, ethanol and PCP was estimated in 0.06 mmoles CH,/gSSV .h. The
results of PCP removal were obtained in the enrichment experiments with duration of
up to 19 days of incubation, at 55+2 °C. Nevertheless, the second experiment, with
duration of 7 days, showed that under the experimental conditions, approximately
50% of PCP can be removed, in the presence of organic acids and ethanol, or only
ethanol. The dilution of the enriched sample in mineral environment containing
organic acids, ethanol and PCP resulted in a coculture with two rods of different
sizes, one of them fluorescent, related to the Methanobacterium sp, a
hydrogenotrophic methanogenic Archaea, and other no fluorescent organism. The
microscopic tests also indicated the presence of Methanosarcina sp in the cultivating
conditions mentioned above. PCP was also removed during the experiments
conducted with the coculture. The chromatographic analyses of PCP compound in the
enrichment experiments and the generation of cultures showed the presence of
intermediary compounds: dichlorophenol (DCP) and trichlorophenol (TCP) in the
media.

Keywords: anaerobic biodegradation, thermophilic sludge, pentachlorophenol,
methanogenic bacteria, coculture.
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1-INTRODUCAO

Os processos bioldgicos de tratamento de rejeitos incorporam uma variedade
de espécies microbianas e, portanto, grande versatilidade metabdlica, verificando-se,
por exemplo, bactérias capazes de degradar compostos complexos e artificialmente
sintetizados pelas industrias, como também bactérias que degradam apenas moléculas
orgénicas tdo simples quanto o acido acético, e produzem um poderoso combustivel,
o gas metano. Os resultados da acdo microbiana possibilitam modificagdes estruturais
de um determinado composto, promovendo a reducdo ou eliminacdo de sua
toxicidade, ou ainda, proporcionando a sua total mineralizacdo. A vantagem no uso
de microrganismos para degradar os poluentes estd no baixo custo e alta eficiéncia

dos sistemas biologicos de tratamento (VAZOLLER, 1995).

O processo bioldgico de tratamento de rejeitos por digestdo anaerdbia ocorre
na auséncia de oxigénio molecular, no qual populacGes bacterianas interagem para
promover a fermentacdo estavel e auto-regulada da matéria orgénica, que resulta,
principalmente, na produgfio dos gases metano e diéxido de carbono (MOSEY' apud
FORESTI, 1994).

Os sistemas anaerdbios de tratamento possuem algumas vantagens sobre os
sistemas aerébios (VAZOLLER, 1995). De acordo com citacdes feitas pelo autor, as

principais vantagens dos processos anaerébios séo:

- baixo consumo de energia, por ndo exigir a introducdo forcada de oxigénio

no meio.

! MOSEY, F. E. (1982). New developments in the anaerobic treatment of industrial wastes. Wat.
Pollut. Control, v.81, n.4. p.540-552 apud FORESTI, E. (1994). Fundamentos do processo de
digestdo anaergdbia. In: TRATAMIENTO anaerdbio. Montividéo, Uruguai, p.97-110.
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- baixa produgio de lodo, estimada como sendo inferior a 20% daquela

apresentada nos processos aerobios;
- possibilidade de recuperagéo e utilizagdo do gés metano como combustivel.

Nos processos de biodegradacdo anaerdbia, desenvolvem-se espécies
bacterianas capazes de degradar compostos orgénicos e toxicos. Tais bactérias podem
ser encontradas em diversos habitats, como solo, sedimentos aquaticos, lodo de
esgotos, fezes de animais, trato digestivo de ruminantes e nos biorreatores para o

tratamento de residuos, operados sob condi¢Ges anaerobias.

Nos processos anaerdbios, a degradacio da matéria organica ocorre pela
atuacdo de microrganismos procaridticos anaerobios facultativos e obrigatérios e as
atividades metabolicas consistem basicamente da respiracio e da fermentacio

anaerébias (VAZOLLER, 1995).

As tecnologias sanitirias que empregam a atividade microbiana anaerdbia
podem ser limitadas pela presenca de um composto quimico recalcitrante.
DAMIANOVIC (1997), definiu que um composto pode ser considerado recalcitrante
no processo anaerdbio (biorreatores de leito fluidificado, de contato e UASB),
quando n#o for transformado microbiologicamente em periodo de horas. Em sistemas
naturais, com tempos de detencdo menos definidos, um composto € considerado

refratario se resiste 4 biodegradagéo por meses ou anos.

Segundo HOLLIGER ef al. (1988), um grande nimero de compostos
xenobidticos estdo sujeitos ao ataque microbiano, sendo a degradacdo microbiana
controlada, uma alternativa tecnoldgica para a transformacfio de compostos tdxicos
xenobiodticos. De acordo com a defini¢cdo apresentada por MADIGAN et al. (1997),
xenobidtico € um produto totalmente sintético nfio encontrado na natureza. Dentre
esses compostos largamente distribuidos no ambiente como residuos, destacam-se os

pesticidas, os quais s@o considerados t6xicos.

Uma grande quantidade de pesticidas € usada no controle quimico de pestes, €
inclui herbicidas, inseticidas e fungicidas. Existe uma enorme variac&o na composicdo
quimica desses pesticidas, originando no ambiente diversos compostos como

nitrofendis, triazinas, fenilcarbamatos, organoclorados e organofosforados. A Tabela
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1 mostra exemplos da persisténcia de herbicidas e inseticidas nos solos. Algumas
dessas substancias quimicas podem ser usadas pelos microrganismos como fonte de
carbono e doadores de elétrons (MADIGAN et al., 1997). Dentre as diversas formas
de contaminantes quimicos, os organoclorados merecem destaque especial. Os
compostos clorados arométicos e alifiticos sdo largamente utilizados, néo somente na
agricultura como pesticidas e herbicidas, mas também na industria como conservantes

de madeira (CHAUDHRY & CHAPALAMADUGU, 1991).

Em funciio da elevada quantidade e diversidade dos compostos quimicos
xenobidticos e téxicos dispostos no ambiente, cujo actimulo causa diversos
problemas, como a poluicdo dos ecossistemas, é necessirio o tratamento destes

compostos por processos que visem a minimizagdo do impacto ambiental (FIELD et

al., 1995).

TABELA 1 - Persisténcia de herbicidas e inseticidas nos solos
Substancias Tempo para o
desaparecimento de 75-100%
Inseticidas clorados

DDT [1,1,1-tricloro-2,2-bis (p-clorofenil) etano] 4 anos
Aldrin 3 anos
Clordano 5 anos
Heptaclor 2 anos
Lindano (hexaclorociclohexano) 3 anos
Inseticidas organofosforados
Diazinon 12 semanas
Malation 1 semana
Paration 1 semana
Herbicidas
2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético) 4 semanas
2,4,5-T (acido triclorofenoxiacético) 20 semanas
Dalapin 8 semanas
Atrazina 40 semanas
Simazina 48 semanas
Propazina 18 meses

Fonte: adaptado de MADIGAN et al., 1997
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Assim, os processos anaerébios de digestdo da matéria orgénica podem

constituir uma solucéo tecnologica.

O potencial dos microrganismos termoéfilos foi inicialmente revelado em
estudos sobre a diversidade microbiana. A producéo de combustivel (gas metano) e
acidos orgéanicos foram posteriormente atrativos para o desenvolvimento de sistemas

termofilicos de tratamento bioldgico de rejeitos (VAZOLLER,1994).

O uso da digestdo anaerdbia termofilica (45-65°C) para converter residuos
orgénicos a metano foi um dos primeiros usos biotecnolégicos dos termofilicos. Um
grande nimero de estudos usando, tanto reatores em escala de laboratdrio, como
piloto, demonstrou que uma grande variedade de residuos industriais, domésticos e da

agricultura podem ser tratados pela digestdo anaerobia termofilica (ZINDER, 1990).

Por outro lado, o processo de digestio anaerébia termofilica requer um maior
gasto energético quando comparado aos processos mesofilicos de tratamento, devido
a necessidade de se manter as altas temperaturas desse sistema. Em alguns casos, tais
como industrias que eliminam seus residuos as altas temperaturas, este fato no se
torna um problema (ZINDER, 1990). Um outro exemplo reside nos digestores
termofilicos de larga escala existentes na cidade de Chicago, em que os digestores sdo
auto-suficientes, pois 0 gés metano produzido € queimado e fornece calor suficiente

para a operagdo do sistema termofilico (RIMKUS et al.' apud ZINDER, 1990).

Estudos de efici€ncia de sistemas termofilicos comprovam que 0os compostos
fendlicos clorados presentes nos efluentes de industrias de branqueamento de papel
kraft sdo removidos com uma taxa de degradaco de 95%, resultado superior ao

obtido em sistemas mesofilicos, onde a remogio de compostos fenélicos clorados tem

'RIMKUS, R.R.; RYAN, J.M. and COOK, E.J. (1982). Full-scale thermophilic digestion at the
West-Southwest Sewage Treatment Works, Chicago, III. J. Water Pollut. Cont. Fed. 54, 1447-1457
apud ZINDER, S.H. (1990). Conversion of acetic acid to methane by thermophiles. FEMS
Microbiology Reviews, v.75, p. 125-138.
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sido por volta de 40% (HAGGBLOM & SALKINOJA-SALONEN' apud LEPISTO
& RINTALA, 1994).

LARSEN et al. (1991) constataram o potencial dos processos anaerdbios
termofilicos de tratamento através de estudos com lodos biologicos de diferentes
ecossistemas e sua aco na desalogenagio termofilica (50°C) do pentaclorofenol
(PCP). Através dos resultados obtidos, concluiram que compostos altamente clorados
podem ser degradados anaerobiamente, através do processo de desalogenacdo
redutiva, apés um periodo de adaptacdo. Da mesma forma, BOYD ef al?, BOYD &
SHELTON’, MIKESELL & BOYD" apud LARSEN et al. (1991) mostraram que
lodos de esgoto, ndo expostos previamente a clorofendis, puderam desalogenar
redutivamente todos os trés monoclorofentis formados a partir da degradacdo do

composto PCP.

Autores como MINAMI ez al.’, 1991, apud LEPISTO & RINTALA 1994,
tém demonstrado a eficiéncia do tratamento anaerdbio termofilico de efluentes da
indastria de despolpacdo, moagem e branqueamento de fibras lignoceluldsicas na

producéo de papel.

Os compostos orgénicos clorados ou organoclorados, sdo usualmente gerados
em fabricas que produzem pasta celuldsica usada na sintese de papel, e constituem um

sério residuo passivel de ser disposto sem tratamento em Paises como o Brasil. A

'"HAGGBLOM, M.; SALKINOJA-SALONEN, M.(1991). Metabolism and Kkinetics of
pentachlorophenol transformation in anaerobic granular sludge. Appl. Microbiol. Biotechnol., v.37,
p.662-666 apud LEPISTO, R.; RINTALA, J. (1994). The removal of chlorinated phenolic
compounds from chlorine bleaching effluents using thermophilic anaerobic processes. Wat. Sci.
Tech., v.29, n.5, p.373-380. 2BOYD, S.A; SHELTON, D.R.; BERRY, D.; TIEDJE, J.M. (1983).
Anaerobic biodegradation of phenolic compounds in digested sludge. Appl. Environ. Microbiol,
v.46, p.50-54. > BOYD, S.A ; SHELTON, D.R. (1984). Anaerobic biodegradation of chlorophenols
im fresh and acclimated sludge. Appl. Environ. Microbiol., v.47, p.272-277. “MIKESSEL, M.D. &
BOYD, S.A. (1986). Complete reductive dechlorination and mineralization of pentachlorophenol by
anaerobic microorganisms. Applied and Environ. Microbiol., v. 52, n.4, p. 861-865 apud LARSEN,
S; HENDRIKSEN, H.V.; AHRING, B.K. (1991). Potential for Thermophilic (50°C) Anaerobic
dechlorination of pentachlorophenol in different ecosystems. Appl. Environ. Microbiol., v.57 (7);
p-2085--2090. "MINAMI, K; OKAMURA, S.; NARITOMI, T. (1991). Continuos anaerobic
treatment of wastewater from a kraft pulp mill. J. Ferment. Bioeng., v.71, n.4, p.270-274 apud
LEPISTO, R.; RINTALA, J. (1994). The removal of chlorinated phenolic compounds from
chlorine bleaching effluents using thermophilic anaerobic processes. Wat. Sci. Tech., v.29, n.5,
p-373-380.
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pasta celulosica obtida de materiais lignocelulésicos pelos processos industriais
correntes é colorida, devido, principalmente, & presenca de lignina e, em menores
proporgdes, de resinas, materiais degradados e fons metalicos. Processos industriais
realizam o branqueamento dessa pasta celuldsica empregando agentes de cloro, €
geram como residuos compostos orgénicos clorados os quais sdo lancados no meio
ambiente. Com branqueamentos convencionais sio produzidos, em média, 5 kg de
cloro ligados organicamente por tonelada de pasta celuldsica branqueada.
Considerando-se uma producdo mundial de pasta celulésica branqueada de 50 milhSes
de toneladas, s3o lancados no ambiente anualmente cerca de 250 mil toneladas de
cloro ligados organicamente (Comité de efluentes da ABTCP, 1993).

No Brasil, a utilizacdo de compostos organicos clorados também constitui
outra fonte de contamina¢&o ambiental. O PCP, por exemplo, o qual tem sido listado
como um dos prioritarios poluentes pela Agéncia Protetora do Meio Ambiente - EPA
dos Estados Unidos, foi utilizado em produtos agrotoxicos € atualmente tem seu uso
proibido pela Portaria n° 329 de 02/09/1985 do Ministério da Agricultura, bem como
seu transporte, estocagem foram declarados atividades potencialmente poluidoras
pelo CONAMA, Conselho Nacional do Meio Ambiente (Resolugdo n° 5 de
20/11/1985). Contudo, inimeras 4reas contaminadas pelo PCP ainda persistem
(LARIZZATI, 1998). A titulo de esclarecimento do comprometimento ambiental de
areas contaminadas com PCP no Estado de Sio Paulo, é apresentado no Apéndice

dessa Dissertacdo o caso RHODIA S/A da cidade de Cubatéo.

A presente Dissertacio de Mestrado avaliou o comportamento de um lodo
anaerdbio termofilo na degradacdo do pentaclorofenol, através do estudo dos grupos

microbianos envolvidos na degradagio do composto € no processo de metanogénese.

O lodo anaerdbio estudado foi originado do biodigestor (UASB) de 5000 o,
operado com vinhaga a 55+2°C, da Usina Sao Martinho, grupo Monte Sereno. Uma
importante justificativa desse trabalho foi avaliar a possibilidade da ag@o microbiana
anaerébia termofilica na transformacdo do PCP empregando-se lodos biologicos
gerados em escala industrial de tratamento de rejeitos, que pudessem servir, no

futuro, como indculos de outros sistemas de tratamento biologico anaerébio de
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efluentes contendo clorofendis, ou mesmo para outras estratégias adequadas a
descontaminagio ambiental, como as praticas de remediagdio biologica de areas

afetadas pelo PCP.
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2 - OBJETIVOS

Avaliar o potencial de um lodo proveniente de um reator anaerdbio termofilico

(UASB), aplicado ao tratamento de vinbaga, na degradagio do composto

pentaclorofenol, sob condi¢des de enriquecimento.

Isolar e caracterizar os tipos microbianos anaerdbios terméfilos envolvidos na
degradagdo do composto pentaclorofenol, através do método de diluigio decimal

seriada.

Avaliar a cinética da degradacdo de um composto organoclorado, através da

atividade metanogeénica especifica (AME).
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3 - REVISAO DA LITERATURA

3.1 - Importincia ambiental dos clorofendis — €énfase ao Pentaclorofenol (PCP)

Os compostos aromdticos clorados representam os principais poluentes
ambientais, em virtude de sua larga utilizagdo e enorme quantidade introduzida no
meio ambiente. Nessa classe de compostos incluem-se os fendlicos clorados,
utilizados na preservacio de madeira e também como herbicidas, fungicidas e
biocidas, e os compostos benzénicos, utilizados como fumigantes pesticidas € na
preservacéo de tinturas. Os clorofendis tém sido amplamente utilizados como biocidas
de largo espectro (CHAUDHRY & CHAPALAMADUGU, 1991). A produgdo anual
mundial de clorofendis, na década de 80, foi estimada acima de 200.000 toneladas,
sendo aproximadamente 80% empregada na preservagdo de madeiras (AHLBORG &
THUNBERG' apud HAGGBLOM & VALO, 1995).

Segundo KORTE? apud HAGGBLOM & VALO (1995), a producio mundial
de PCP em 1984 foi estimada entre 35.000 ¢ 40.000 toneladas. Em 1978, por
exemplo, o consumo industrial de pentaclorofenol (PCP) foi de dois a trés milhdes de
kg por ano no Canada, sendo 80% empregado-na preservagdo de madeiras (WILD et
al., 1993).

Ha alguns anos, a preocupagio quanto ao destino dos clorofenédis no ambiente
€ crescente, ndo somente pelas enormes quantidades, mas devido as suas propriedades

toxicas e por serem precursores de outros toxicos, como por exemplo, as dioxinas. A

'AHLBORG, U.G.; THUMBERG, T.M. (1980). Clorinated phenols: occurrence, toxicity,
metabolism ans enviromental impact. CRC Crit Ver Toxicol v.7, p.1-35. 2 KORTE, F. (1987).
Lehrbuch der okologischen chemie. 2nd. Ed. Stuttgart. George Thieme Verlag apud HAGGBLOM,
M.M.; VALO, R.J. (1995). Bioremediation of chlorophenol wastes. In: CERNIGLIA, CE. &
YOUNG, L.Y., (Eds.) Microbial transformation and degradation of toxic organic chemicals, ed.
Wiley-Liss. New York. Cap. 11, p.389-434
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incineracsio de lodos de esgoto municipais contendo clorofentis, ou produtos de
madeira tratados com clorofenéis, podem resultar na formagéo de dioxinas (BOYD &
SHELTON, 1984).

O PCP ¢ considerado como um dos poluentes ambientais prioritarios pela
Agéncia de Protecio do Meio Ambiente dos Estados Unidos (USEPA) e pela
Comunidade Européia (WILD er al., 1993). A ag8io desse composto € letal para uma
grande variedade de organismos, quer animais ou vegetais, uma vez que previne a
incorporagdo de fosfato ao ATP, sem influenciar no transporte de elétrons. Esse
composto parece ser mutagénico ou pelo menos co-mutagénico, sendo a exposic@o
causadora de riscos a4 saude (MIKESSEL & BOYD, 1986). E um poluente
relativamente resistente 4 degradacfio, razdo pela qual seu uso cria problemas de
poluigdo quando atinge a natureza (DAMIANOVIC,1997).

A ampla e intensa aplicacio do composto PCP durante vérios anos, em
diferentes atividades produtivas, faz com que, seja bastante comum ainda encontréa-lo
em solos e Aguas subterrdneas proximos a locais em que a atividade para a
preservagio de madeiras era usual. Andlises de amostras de solo e das aguas
subterraneas desses locais revelaram, respectivamente, a existéncia de milhares de mg
de PCP/kg de solo e uma faixa de 0 a 5 mg de PCP/L de 4gua (SABER &
CRAWFORD' apud BANERJI & BAJPAL 1994). Um estudo sobre a qualidade das
aguas subterrdneas nos Estados Unidos, realizado com 600 amostras coletadas em
153 regibes de 43 estados americanos, mostrou que 5% das amostras apresentaram
niveis detectaveis de PCP (USEPA® apud BANERIJI & BAJPAI, 1994).

A producfio antropogénica de compostos halogenados nfio representa a tinica
fonte destes compostos para o ambiente. Cloro, bromo, iodo de origem biologica
estdio largamente distribuidos na Biosfera, particularmente em ambientes marinhos.
Existem centenas de compostos organohalogenados obtidos de fontes naturais,

incluindo-se os homociclicos e heterociclicos. Em fungfo da disponibilidade natural de

ISABER, D.L.; CRAWFORD, R.L. (1985). Isolation and characterization of Flavobacterium
strains that degrade pentachlorophenol. Appl. Environ. Microbiol., v.50, p.1512-1518. 2USEPA
(1981), Wood preservatives: creosote, PCP, and the inorganic arsenicals, Position Document 2/3.
Office Pesticide and Toxic Substances apud BANERJIL S.K.; BAJPAL R.K. (1994). Cometabolism
of pentachlorophenol by microbial species. Journal of Hazardous Materials, v.39, p.19-31.
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compostos organicos halogenados, nfo é surpresa a existéncia de bactérias capazes
em degrada-los (SUFLITA & TOWNSEND, 1995). Em 1986, os autores
MIKESSEL & BOYD (1986) resumiram a ocorréncia da biodegradacio do PCP
através de passos metabolicos em uma rota complexa, baseada em intermediérios

clorados que, eventualmente, poderiam ser totalmente desalogenados e mineralizados.

3.2 - Interacdes metabélicas entre bactérias anaerébias - Associacdes sintroficas

O celevado desempenho dos biodigestores anaerébios modernos €
conseqiiéncia da organizacdo eficiente dos microrganismos anaerobios, pela formagio
de nichos ecologicos como os lodos granulados e biofilmes (CRAVEIRO, 1994;
FORESTI, 1994). Diferentes microrganismos sinergicamente relacionados, estfio
envolvidos no processo de tratamento anaerobio de rejeitos. Dessa maneira,
mudangas no ambiente do reator e distirbios no balango da populagdo microbiana
freqiientemente resultam em deficiéncia do tratamento (YAMAGUCHI et al., 1991).

Os lodos granulados anaer6bios sd0 consorcios microbianos auto-imobilizados
0s quais formam uma estrutura matricial com um didmetro variando de 0,1 a 5,0 mm.
Esta estrutura granular ajuda a proteger as bactérias anaerdbias das condigdes
desfavoraveis do meio ambiente tais como mudancas no pH e exposicio ao oxigénio,
também fornece condigdes favoraveis para o metabolismo sintréfico de substratos e
para o co-crescimento de diferentes espécies microbianas. Os organismos
prevalescentes nos granulos sdo geralmente metanogénicos, acetogénicos sintréficos e
bactérias hidroliticas fermentativas (WU et al., 1992).

A degradacdo anaerobia da matéria orgénica complexa em sistemas naturais
ou em biodigestores pode ser explicada através de esquemas. A Figura 1, segundo
MADIGAN et al. (1997), ilustra um ambiente metanogénico, onde a matéria orgénica
¢ degradada por associacdes de bactérias fermentativas, acetogénicas e
metanog€nicas. Bactérias consumidoras de hidrogénio e formiato e algumas
consumidoras de acetato através da metanogénese, tém influéncia sobre o
metabolismo de outra bactéria. Produtos formados pelas bactérias fermentativas sdo

alterados a produtos mais oxidados por outros grupos bacterianos que fazem parte
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desse consorcio. As bactérias acetogénicas sfio capazes apenas de metabolizarem
compostos quando as metanogénicas consomem hidrogénio e formiato
eficientemente. Hidrogénio deve ser continuamente removido do meio para assegurar
que a producdio de 4cido acético nfo seja interrompida ou diminua drasticamente.
Essa condiciio é essencial para que a fermentacdio metanogénica prevalega, pois a
metanogénese s6 ocorre quando hé a producdo de alguns substratos especificos,
sendo o H; e acido acético os mais importantes, responsaveis por cerca de 30% e
70%, respectivamente do g4s metano gerado em biodigestores. Esses tipos de
interacBes metabdlicas entre bactérias anaerébias devem existir em relagéo ao fato de
que a oxidacio do NADH e FADH,, os quais véo reduzir o préton ou o bicarbonato,
somente ocorrera quando as concentragdes de hidrogénio e formiato forem baixas. As
metanogénicas catabolizam H,, formiato e acetato eficientemente. RelagGes sintroficas
que dependem de transferéncia de hidrogénio e formiato interespécies foram descritas
para a degradagfio de, por exemplo, 4cidos orgénicos volateis, aminoacidos e
compostos aromaticos (STAMS, 1994; FORESTI, 1994).

Para os organismos aerdbios, essas relagdes sintroficas sdo menos importantes
do que para aqueles presentes nas cadeias alimentares anaerdbias. Organismos
aerobios podem degradar completa e rapidamente moléculas a CO, ¢ H,O, sem
relacdes obrigatérias com outros organismos. Isto pode estar relacionado com o fato
de que o catabolismo energético de materiais complexos com o O, como aceptor de
elétrons, ser muito mais favordvel do que o catabolismo fermentativo de alguns
substratos. Entretanto, quando as condi¢des tornam-se andxicas e os aceptores de
elétrons escassos, o catabolismo fermentativo predomina, mas em muitos casos requer

interacdes sintroficas (MADIGAN ef al., 1997).
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FIGURA 1: RelagGes metabdlicas no processos de decomposic@io anaerdbia. Grupos bacterianos
anaerdbios atuando juntos na conversio da matéria organica complexa a metano e dioxido de
carbono (adaptado de MADIGAN et al., 1997).
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Um dos melhores exemplos de associa¢des sintroficas durante o metabolismo
anaerébio fermentativo € a fermentaciio do etanol a acetato e metano, por dois
microrganismos. Um fermentador do etanol e o outro metanogénico. A reacdes da

Figura 2 ilustram a associa¢do anaerdbia sintréfica da degradacdo do etanol.

Fermentacio do etanol :

2 CH;CH,OH + 2H,0 — 4H, + 2CH;COO" + 2H" AG® =+19,36 kl/reacdo
Metanogénese :

4H, + CO,— CH4 + 2H;0 AG®” = -130,69 kl/reagdo

Reagdes acopladas :
2CH,CH,OH + CO,— CH, + 2CH;COO + 2H" AG®’ =-111,33 kl/reagdo

FIGURA 2 - Fermentacio do etanol a metano e acetato através de uma reagdo energeticamente
desfavordvel. Metanogénese, uma reacdo energeticamente favoravel. Acoplamento das reagdes,
exemplo de sintrofismo baseado na transferéncia de hidrogénio interespécies (MADIGAN et al.,
1997).

A fermentacfio do etanol, sendo um processo energeticamente desfavoravel,
sO se torna viavel devido ao consumo do H, produzido no processo fermentativo,
pelas bactérias metanogénicas numa reacfio energeticamente favoravel. As reacGes
constituem um exemplo do fendmeno (zhamado “transferéncia de hidrogénio
interespécies”. Assim, as metanogénicas:;“::s;éndo incapazes de utilizar o etanol
diretamente, utilizam o produto da fermentacdo bacteriana, o hidrogénio, e ambas as
bactérias se beneficiam dessa relacdo sintréfica (MADIGAN et al., 1997).

Estudos sobre associacdes sintroficas realizados por WESTERMANN &
AHRING (1989) e AHRING et al. (1992) resultaram na observacdo da conversdo
sintréfica do acetato, que envolvia uma bactéria oxidadora de acetato, a qual produzia
hidrogénio e dioxido de carbono e uma metanogénica utilizadora de hidrogénio.
Segundo os autores, este foi 0 caminho mais adequado para a transformacdo de
baixas concentracdes de acetato, como as encontradas em reatores UASB.

De acordo com MACKIE & BRYANT' gpud AHRING & WESTERMANN

(1987), acidos orgénicos volateis (AOV), como o propionato e butirato sio

responsaveis por 20% do gas metano produzido em um biodigestor anaerébio. Assim
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sendo, muitas bactérias acetogénicas mesofilicas utilizadoras de &cidos orgénicos
volateis em co-cultura com espécies metanogénicas ou bactérias redutoras de sulfato
hidrogenotréficas tém sido descritas, por exemplo, a linhagem Synfrophomonas
wolfei, que oxida acidos orginicos volateis a acetato e hidrogénio ou acetato,
propionato e hidrogénio (McINERNEY ef al.?, MCINERNEY et al.” apud AHRING
& WESTERMANN (1987), e a Syntrophobacter wolinii, que degrada propionato a
acetato, hidrogénio e diéxido de carbono (BOONE & BRYANT* apud AHRING &
WESTERMANN, 1987).

DOLFING & TIEDJE (1986) também evidenciaram em seus estudos a
importéncia do uso de culturas mistas. Analisaram que uma cultura mista consistindo
da linhagem Desulfomonile tideje, BZ-1 (uma bactéria degradadora de benzoato) e
uma bactéria metanogénica utilizadora de hidrogénio, a Methanospirillum hungatei,
foi capaz de degradar 3-clorobenzoato a metano e diéxido de carbono.

Relacionando o grande potencial das relagSes sintroficas na degradagdo de
compostos aromaticos, as bactérias anaerobias possuem a capacidade de realizar o
processo de desalogenacdo redutiva de compostos toxicos orgédnicos clorados,
incluindo bifenilos policlorados (PCBs), tetracloroetileno (PCE) e benzenos clorados.
Esses compostos séo recalcitrantes para o metabolismo aerébio, mas podem ser
desalogenados redutivamente sob anaerobiose, a compostos menos clorados, e assim,
posteriormente, mineralizados a CO, por organismos aerébios. Alguns compostos
aromaticos, tais como clorofendis e clorobenzoatos podem ser mineralizados a CH; €
CO; sob condicGes anaerobias. Pesquisas revelaram a capacidade da linhagem
bacteriana Desulfomonile tiedje-DCB-1, na desalogenacio do PCP, com a retirada de

cloros na posicdo mefa, entretanto, microrganismos em cultura pura capazes de

'MACKIE, R.L; BRYANT, M.P.(1981). Metabolic activity of fatty acid-oxidizing bacteria and the
contribution of acetate, propionate, butyrate, and CO, to methanogenesis in cattle waste at 40 and
60°C. Appl. Environ. Microbiol., v.41, p.1363-1373. chINERNEY, M.J.; BRYANT, M.P.;
HESPELL, R.B.; COSTERTON, J.W. (1979). Syntrophomonas wolfei gen. nov. sp. nov., na
anaerobic, syntrophic, fatty acid-oxidizing bacterium. Appl. Environ. Microbiol., v.41, p. 1029-1039.
*McINERNEY, M.J.; BRYANT, M.P.; PFENNIG, N. (1979). Anaerobic bacterium that degrades
fatty acids in syntrophic association with methanogens. Arch. Microbiol., v.122, p. 129-135.
‘BOONE, D.R.; BRYANT, M.P. (1980). Propionate-degrading bacterium. Syntrophobacter wolinii
sp. nov. gen. Nov., from methanogenic ecosystems. Appl. Environ. Microbiol., v.40, p.626-632 apud
AHRING, B.K.; WESTERMAN, P. (1987). Thermophilic anaerobic degradation of butyrate by a
butyrate-utilizing bacterium in coculture and triculture with methanogenic bacteria. Appl. Environ.
Microbiol., v. 53, n. 2, p.429-433.
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realizar a completa desalogenacdo redutiva do PCP sdo mais dificeis de serem
encontrados (WU ef al., 1992).

A desalogenacio redutiva € um importante meio de biodegradacdo de
numerosos compostos, incluindo pesticidas organoclorados, € € conhecida por
ocorrer apenas nas comunidades microbianas anaerdbias. Usando culturas indefinidas,
pesquisas estdo comecando a revelar a ecologia dessas comunidades, as quais
ocorrem em solos, sedimentos, tratos intestinais ¢ biorreatores (MOHN & TIEDIJE,
1992). O processo de desalogenacdo redutiva, detalhes e exemplos, estdo citados em
capitulo especifico a este assunto.

As relacdes sintroficas mostraram-se presentes nos estudos em biodigestores
anaerébios termofilicos que tratam vinhaca de uma usina de agticar e alcool. As
caracteristicas morfologicas do lodo anaer6bio termofilico, originado do biodigestor,
foram avaliadas quando o lodo foi enriquecido com os mais diferentes substratos.
Enriquecimentos iniciais das culturas em apenas acetato de sodio apresentaram
turvacdo elevada e grumos de bactérias em suspensdo, além da boa producdo de
metano. Analises microscopicas dos grumos bacterianos nas diluigses 10° a 107,
revelaram células fluorescentes em formato de sarcina. Sub-cultivos dessas amostras
foram feitos em meio BCYT contendo 30 mM de acetato de s6dio. Apds 15 dias de
incubagfo, os sub-cultivos revelaram o predominio de bacilos pequenos com
fluorescéncia, € em menor quantidade, sarcinas fluorescentes e bacilos longos nio
fluorescentes. O sub-cultivo dessas culturas em duplicata no meio Zinder contendo
acetato de sodio, apds 15 dias de incubacio, também revelou a presenca dos mesmos
morfotipos celulares. A analise das células, sob coloracdo de Gram, mostrou a maioria
dos bacilos com coloracio Gram negativa (VAZOLLER, 1995).

ZINDER & KOCH (1984) através da operacdo de um biodigestor a 55°C,
com residuo solido predominantemente constituido por material ligno-celuldsico,
identificaram uma co-cultura capaz de converter o acetato a metano, sendo a espécie
metanogénica a Methanobacterium THF. A co-cultura, segundo os autores, pareceu
operar de acordo com um mecanismo proposto por BARKER & van NIEL, em que o
acetato seria primeiramente oxidado em hidrogénio e didxido de carbono, e em

segundo passo incluiria a redugéo do diéxido de carbono a metano. A microscopia de
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contraste de fase e epifluorescéncia revelaram que a co-cultura era formada por um
bacilo ligeiramente curvo com 1 pm em espessura ¢ de 3 a 8 pm em comprimento,
ngo fluorescente, € o outro ligeiramente curvo, mais fino (0,75 um), podendo formar
filamentos de até 20 pum, com fluorescéncia azul-esverdeada (Methanobacterium
THF). Nenhum crescimento foi observado em meio contendo, separadamente, extrato
de levedura, glicose, piruvato, lactato e em meio de Brewer contendo tiossulfato.
ZINDER & KOCH (1984) estimaram a quantidade de energia envolvida nas
reacOes realizadas pela co-cultura através do calculo da variacdo de energia livre
padréio a 25°C, como mostrado na Tabela 2. Segundo os autores, os valores para a
presséo parcial de hidrogénio de 4 x 10” atm seriam os mais adequados para sustentar
a reacdo. A importincia do mecanismo de oxidacdo do acetato para os habitats
anaerobios nfio € clara; é possivel que, para biodigestores com elevadas cargas
orgénicas, a pressdo parcial de hidrogénio seja tfo alta que permita as oxidadoras de
acetato a competirem com as metanogénicas acetoclasticas. Ainda, a variagdo de
energia livre padrio da quebra e metanogénese direta do acetato é de -31,0

KJ/reagdo, semelhante a soma da energia livre padriio da co-cultura.

TABELA 2 - Reagdes postuladas para a metanogénese bacteriana terméfila do acetato
através da agio da co-cultura isolada por ZINDER & KOCH (1984), e as variacdes de
energia livre padrio (25°C).

Mecanismo: Oxidacéio do acetato AG ” (KJ/reagio)
Cultura I: CH;COO™ + 4H,0 < 2HCO; +4H,+H" +104,6
Cultura II: 4H, + HCO; + H+ = CH,+3H0 -135,6
Soma: CH-COO™ + H,O = CH,;+HCOsy =31

Fonte: ZINDER & KOCH (1984)

Experimentos em laboratério realizados por AHRING (1991), procuraram
avaliar a atividade microbiana durante a metanogénese do acetato sob temperaturas
termofilicas e termofilicas extremas. Exames microbioldogicos das amostras de plantas
termofilicas industriais produtoras de biogés, operadas a temperaturas de 50 a 56°C,

empregando métodos classicos e anticorpos fluorescentes marcados para investigar a
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presenca de metanogénicas acetotréficas, mostraram que o género Methanosarcina
foi o unico género de metanogénica acetotréfica presente nas amostras. Este
resultado esta de acordo com as altas cargas organicas aplicadas nesses sistemas de
reatores que, geralmente, resultam em altas concentragdes de acetato no efluente do
reator, promovendo o crescimento em massa de metanogénicas pertencentes ao
género Methanosarcina (MIN & ZINDER', 1989; WESTERMANN et al?, 1989
apud AHRING, 1994).

Culturas enriquecidas crescendo em acetato sob condi¢des termofilicas a 70°C,
obtidas de reatores UASB e de reatores tratando esgoto doméstico, ndo apresentaram
géneros conhecidos de metanogénicas acetotroficas. As culturas foram
predominantemente constituidas por bactérias na forma de bacilos espessos
oxidadores de acetato, e bacilos pequenos que fluoresciam, caracteristica comum as
metanogénicas utilizadoras de hidrogénio. Esses ultimos mostraram reagio positiva
quando submetidos a testes com anticorpos utilizados na identificagdo de espécies de
Methanobacterium sp ( AHRING, 1994).

VAZOLLER (1995), em seu trabalho de estudo do ecossistema microbiano de
um biodigestor anaerdbio termofilico (UASB) operando com vinhaga, avaliou o lodo
desse biodigestor através de diversos tipos de enriquecimento € com os lodos
coletados em trés diferentes periodos designando-os em lodos I (final da safra da
vinhaca), II (repartida; inicio da safra) e III (regime estacionario). Houve o isolamento
de culturas bacterianas acetoclasticas produtoras de metano a partir do
enriquecimento do lodo I com acetato de sodio. Sub-cultivos foram feitos e o
crescimento nas maiores diluicdes (10 e 10”°) mostrou apenas dois tipos de bacilos
denominado de cultura 1, que em cultivo em meio Zinder com acetato de sodio
produzia metano. Verificou-se, ap6s séries de diluigdes que se tratava de uma
cocultura de bacilos constituida por bacilos pequenos e fluorescentes livres e bacilos

nio fluorescentes, com dimensdes maiores que os anteriores, livres ou formando

'MIN, H.; ZINDER, S.H. (1989). Kinectics of acetate utilization by two thermophilic acetotrophic
methanogens: Methanosarcina sp. strain CALS-1 Methanotrix sp. strain CALS-1. Appl. Environ.
Microbiol., v.52, p.617-622. *WESTERMANN, P.; AHRING, B.K.; MAH, R.A. (1989).
Threshold acetate concentrations for acetate catabolism by aceticlastic methanogenic bacteria.
Applied Environmental Microbiology, v.55, p. 514-515 apud AHRING, B.K. (1994). Status on
science and application of thermophilic anaerobic digestion. Wat. Sci. Tech., v.30, n.12, p.241-249.
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cadeias. Uma cultura 2 foi obtida a partir de uma amostra do lodo III sub-cultivada
em 4 séries consecutivas de diluigdes decimais. A diluicdo 10® do primeiro sub-
cultivo apresentou a formagéo de grumos bacterianos, fluorescentes sob microscopia
revelando o formato de sarcinas.

A co-cultura (cultura 1) e a cultura metanogénica em formato de sarcinas
(cultura 2) foram avaliadas quanto a capacidade de utilizagdo de outros substratos
precursores de metano, além do acetato. A Tabela 3 mostra a resposta do crescimento
celular da cultura 1 frente aos substratos testados. A Tabela 4, mostra o crescimento
pela formacio de grumos suspensos (cultura 2), no meio de cultivo acrescido
individualmente dos substratos acetato, metanol, formiato e mistura gasosa de

hidrogénio e diéxido de carbono.

TABELA 3 - Leitura dos testes para verificacdo do crescimento da
cultura 1 em diferentes substratos orgénicos

SUBSTRATOS TEMPO DE INCUBACAO (dias)
ORGANICOS 2 5 15
acetato de sodio * + /
H,CO» - 4 s
metanol + e /
formiato de sddio = + ++
etanol = + -
etilenoglicol + ek /

- auséncia de crescimento; + crescimento positivo; ++ crescimento
intenso; / término da incubacio.
Fonte: modificado de VAZOLLER, 1995
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TABELA 4 - Leitura dos testes para a verificacio do crescimento da cultura 2 em
diferentes substratos organicos

SUBSTRATOS TEMPO DE INCUBACAO (dias)
ORGANICOS 2 5 10 15
acetato de sodio + + / /
H,CO, - - A g
metanol - + ++ /
formiato de sodio - - - "

- auséncia de crescimento; + crescimento positivo; ++ crescimento intenso; /
término da incubacdo. Fonte: modificado de VAZOLLER, 1995

A Tabela 5 revela a resposta do comportamento da cultura metanogénica em
formato de sarcina (cultura 2), em relagio ao crescimento das células, em 4 diferentes

temperaturas: 37,45,57 e 67°C, tendo como substratos acetato de sédio e metanol.

TABELA 5 - Leitura dos testes para verificacdo do crescimento da cultura metanogénica em
formato de sarcinas em diferentes temperaturas.

TEMPERATURAS TESTADAS TEMPO DE INCUBACAO (dias)
CC) 2 5 15 30
37 + - / /
45 - + / /
57 + + / /
67 - - . .

- auséncia de crescimento; + crescimento positivo; ++ crescimento intenso; / término da
incubacio. Fonte: adaptado de VAZOLLER, 1995

O estudo acima citado (VAZOLLER, 1995) produziu resultados importantes
no que se refere a ecologia microbiana de um reator termofilico (UASB), tratando
vinhaca e inoculado com lodo de esgoto e esterco de gado. O autor obteve culturas
enriquecidas do lodo granular usando substratos orgéanicos selecionados que ocorrem
durante a digestfo anaerdbia da vinhaca. Duas culturas metanogénicas acetoclasticas
foram isoladas e identificadas: uma co-cultura de Methanobacterium sp e
Desulfotomaculum sp e a segunda a Methanosarcina sp. O isolamento de uma co-
cultura metanogénica acetoclastica indica que o acetato no reator foi convertido a

metano, através dos intermediarios hidrogénio e diéxido de carbono.
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van LIER et al. (1996) também avaliaram a conversdo de acidos orgénicos
como o propionato, butirato e acetato por lodos granulados termoéfilos em dois
sistemas descontinuos mantidos a 55°C. Os resultados sugeriram que populacdes
degradadoras de propionato, em lodos granulados terméfilos, podem ser pouco
numerosas, pois maiores tempos para a degradac@io de propionato foram necessérias,

se comparados com os tempos de degradacgio do acetato e butirato.

3.3 - O co-metabolismo e a degradacéo do pentaclorofenol

Estudos relacionados com a degradagio microbiana foram realizados por
LEDBETTER & FOSTER que definiram, em 1959, o termo co-oxidacdo para
descrever o processo em que um microrganismo oxida um composto sem usar a
energia derivada de sua oxidagdo. Com avanco nos estudos, um termo mais geral,
cometabolismo, foi definido para incluir outros processos tais como a reacfo de
desalogenacdo conduzida por alguns microrganismos (LEDBETTER & FOSTER'
apud BANERJI & BAJPAI, 1994).

O processo do cometabolismo tem sido observado tfo freqiientemente, que
representa um processo microbiano potencialmente importante. Em numerosos casos,
0s microrganismos possuem um potencial metabélico de versatilidade impressionante
para a quebra de uma grande variedade de compostos organicos quimicos sintéticos.
Uma porgdo significativa da atividade biodegradativa de compostos antropogénicos
pode envolver o cometabolismo, um processo no qual os microrganismos, enquanto
crescem as custas de um substrato, tém a capacidade de transformar outros
compostos sem que haja algum beneficio direto ao metabolismo
(VENKATARAMANI & AHLERTT, 1985).

Uma outra forma para a compreensdo do processo de cometabolismo €
definida pelos autores BANERIJI & BAJPAI (1994); HOLLIGER & SCHUMACHER

(1994). Segundo os autores, 0s microrganismos possuem varios tipos de metabolismo

'"LEDBETTER, E.G.; FOSTER, J.W. (1959). Oxidation products formed from gaseous alkanes by
the bacteria Pseudomonas methanica. Arch. Biochem. Biophys, v.82, p.491-492 gpud BANERJIL,
S.K.; BAJPAL R.K. (1994). Cometabolism of pentachlorophenol by microbial species. Journal of
Hazardous Materials, v.39, p.19-31.
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2

que os levam a obtencdo de energia para o crescimento € que essa energia €
proveniente da degradacdo de um composto orgdnico. A degradacdo fortuita de um
composto energético e/ou de um outro composto que nio trara beneficios energéticos
ou de sintese celular, ocorre através da acdo de enzimas sintetizadas pela prépria
célula microbiana. Dessa maneira, quando um microrganismo realiza esse
metabolismo fortuito, isto €, sem vantagens conhecidas, da-se o nome de
cometabolismo. No processo de cometabolismo, o composto degradado ¢
considerado um substrato secundério, isto é, a degradacio de tal composto pelos
microrganismos ndo implica na obtengdo de energia, e os metabdlitos ou os produtos
formados dessa degradag@o podem ser usados por outros microrganismos como fonte
energética.

Segundo JANSSEN & KONING (1995), culturas puras capazes de crescer na
presenca de alifaticos clorados tém sido isoladas em amostras de sistemas de
tratamento de 4aguas residuérias por lodos ativados, de solos ou sedimentos que
tiveram contato com esses compostos. Para um grande niimero de compostos, apenas
a degradacdo cometabolica tem sido mostrada. Por definicdo, isto significa que a
convers@o nZo € util para o microrganismo. Exemplos de degradacdo de certos
compostos estudados pelos autores foram o cloroformio, o tricloroetileno e o 1,1,1-
tricloroetano, os quais foram convertidos através de oxigenases especificas
microbianas, sem haver envolvimento energético e conseqiiente crescimento celular.
Os estudos mostraram que dentre os compostos estudados, o processo de
desalogenacdo redutiva s6 fornece energia para o crescimento no caso da degradacdo
do tetracloroeteno, ao passo que a desalogenacdo redutiva de varios outros
compostos clorados, que envolve o cometabolismo, ocorre sem que haja beneficio
relacionados com o crescimento microbiano.

De acordo com defini¢des citadas na introducdo dessa revisdo, a respeito de
compostos recalcitrantes, tem-se que um composto € considerado recalcitrante se nio
for transformado pelo processo de tratamento em horas ou em dias dependendo do
tipo de tratamento biolégico empregado. Independentemente do tipo de tratamento
ou do tempo levado na degradacfio de tais compostos, o cometabolismo pode ser um

caminho usado pelos microrganismos na degradacdo dos compostos recalcitrantes
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como o DDT; 2,4,5-T e 2,3,6-TBA (HORVATH, 1972). Dessa maneira, conclui-se
que o processo de cometabolismo ¢ um importante processo natural, pelo qual muitos
compostos organicos toxicos e de dificil degradacio sdo biodegradados e tornados
menos toxicos (BANERII & BAJPAIL 1994).

De acordo com citacdes de HOLLIGER & SCHUMACHER (1994),
compostos perigosos podem ser biorremediados através do cometabolismo. Um
composto pode ser degradado parcialmente ou totalmente, e a sua toxicidade pode
ser eliminada ou nZo. A eliminac3o da toxicidade ndo implica na total mineralizacdo
do composto, isto €, eliminacdio da toxicidade com reducdo total a compostos

menores como diéxido de carbono.
3.4 - Microbiologia da degradacio do pentaclorofenol

Considerando o enorme periodo de existéncia dos microrganismos na
Biosfera, aproximadamente quatro bilhdes de anos, observa-se que uma grande
variedade de enzimas, vias bioquimicas e mecanismos de regulagdo microbiana foi
desenvolvida, capacitando os microrganismos a utilizar, por exemplo, diversos
compostos aromaticos de origem natural (REINEKE & KNACKMUSS, 1988). A
biodegradagdo, portanto, é menos provavel no caso de moléculas que possuam
estruturas nfo semelhantes aquelas encontradas na natureza, isto &, compostos
quimicos  artificialmente  sintetizados e  disseminados na  Biosfera
(VENKATARAMANI & AHLERTT, 1985).

Os compostos arométicos halogenados podem ser degradados biologicamente
sob condi¢des aerébias ou anaerdbias. Assim, a capacidade degradativa aerdbia ou
anaerObia € selecionada dependendo da presenca ou da auséncia do oxigénio
molecular (LARIZZATTI, 1997). Alguns compostos arométicos policlorados
parecem sofrer, preferencialmente, a degradacdo microbiana através do
cometabolismo e ndo servem como substrato para o crescimento celular. De acordo
com a literatura, é pequeno o niimero de microrganismos aerébios e anaerébios capaz

de usar compostos arométicos halogenados (REINEKE & KNACKMUSS, 1988).

Y,
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A capacidade em biodegradar um determinado composto pode ser estimulada,
cuidadosamente, pela combinacdo correta de doadores e aceptores de elétrons, € no
caso de cometabolismo, da escolha do substrato priméario, isto €, um substrato que
seja degradado para a produgio de energia (FIELD et al., 1995). Virios estudos
realizados demonstraram que a degradago de compostos toxicos aromaticos pode
ocorrer em sistemas biologicos nos quais o metabolismo microbiano esteja
relacionado a processos de desnitrificacio, reducdio do ion sulfato, fermentagfo,
metanogénese e fotossintese anaer6bia, além de condi¢des dominantes de oxigénio
(DAMIANOVIC, 1997). Compostos halogenados como os clorofenéis séo, em geral,
muito téxicos. Esta caracteristica pode inviabilizar a agdo dos microrganismos em
relaciio 4 quebra desses compostos halogenados. Com isso, acumulam-se no meio
ambiente em lengdis de 4gua, aquiferos naturais e sedimentos marinhos, pois a
disseminaco desses compostos no ambiente é continua, através de aguas residudrias

domésticas e industriais (LARSEN et al., 1991).

WEGMAN & van den Broek' apud McALLISTER ef al. (1996) investigaram
a presenga de clorofendis em sedimentos de rios na Holanda. Amostras de trinta e
cinco locais foram examinadas e revelaram a contaminacdo, especialmente por
clorofenéis, em que o PCP esteve presente. Nas amostras de sedimentos contendo
baixas concentra¢des de clorofendis, o PCP foi detectado entre 0,2-4,6 g/kg de
sedimento em peso seco. Essa incidéncia de contaminagéo por clorofendis salienta a

necessidade de se encontrarem métodos para a remog¢éo do mesmo do ambiente.

BANERJI & BAJPAI (1994) descreveram o cometabolismo do PCP na
presenca de dextrose, com uma cultura pura (Pseudomonas cepacia) € uma cultura
mista adaptada em duas concentracdes de PCP (60 e 100 mg/L), a partir de uma
planta de lodo ativado. A linhagem Ps. cepacia degradou PCP na concentracdo de 50
mg/L, sem que houvesse uma fase de adaptacfio significante. Com um aumento na
concentragio de PCP, para 100 mg/L, houve uma significante fase de adaptacfo pelas

células e a degradagio do PCP ndo foi iniciada até que o crescimento celular

'WEGMAN, R.C.C.; van den BROEK, H.H. (1983). Chlorophenols in river sediment in the
Netherlands. Water Res., v.17, p.227-230 apud McALLISTER, K.A.; LEE, H.; TREVORS, J.T.
(1996). Microbial degradation of pentachlorophenol. Biodegradation, v.7, p.1-40.
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ocorresse. A degradacdo do PCP foi de 80%, e neste caso, a cultura de Ps. cepacia
utilizou dextrose como fonte de carbono e energia, enquanto que o PCP foi usado

como cometabdlito.

O mesmo artigo, de BANERJI & BAJPAI (1994), relatou que a cultura mista
cometabolizou o PCP na presenca de dextrose na concentragdo de 1000 mg/L. Essa
cultura, previamente adaptada a concentracdes de 60 ¢ 100 mg/L de PCP em uma
planta de lodo ativado, degradou PCP mais rapidamente que a linhagem Ps. cepacia.
As células da cultura mista poderiam ser progressivamente adaptadas com 100 mg/L
de PCP, usando-o como Unica fonte de carbono e energia, com uma taxa de
degradacfio igual aquelas, quando a dextrose esteve presente como substrato
primario. A concentracdo de dextrose foi, entfio, reduzida progressivamente de 1000
mg/L para 0 mg/L, enquanto que a concentragio de PCP foi mantida em 100 mg/L.
Na presenca de 1000 mg/L de dextrose, aproximadamente 40% de PCP foi degradado
num periodo aproximado de 52 horas. Quando a concentragio de dextrose foi
reduzida para 500 mg/L, a taxa de remocdo do PCP foi maior do que 95% num
periodo de aproximadamente 24 horas. Baseado nesses resultados, € possivel que
concentragbes de dextrose maiores do que 500 mg/L dificultam a remoc¢éo do PCP
por essas células. Segundo estudos realizados por LIU et al.' apud BANERII &
BAJPAI, 1994, concentragdes de glicose na faixa de 500 mg/L inibiram a taxa de
degradacdo de PCP por culturas mistas.

A degradacio microbiana é uma importante alternativa biologica para a
remoc¢do do PCP do meio ambiente, podendo ser destacado, principalmente, trés
processos através dos quais o PCP pode ser biodegradado: oxigendlise,
desalogenagio redutiva e hidroxilacdo, os quais sfo exemplificados na Figura 3. Esses
processos de remog¢do do PCP, ocorrem naturalmente, dependendo do tipo de meio
contaminado, aerébio ou anaerdobio. Em ambientes aerdbios, o oxigénio molecular

estd envolvido de duas maneiras. Primeiramente, o oxigénio € incorporado no anel

111U, D.; THOMPSON, K.; STRACHAN, W.M.J. (1981). Biodegradation of pentachlorophenol
in simulated aquatic environment. Bull. Environ. Contam. Toxicol., v.26, p.85-90 apud BANERJIL,
S.K. & BAJPAL R.K. (1994). Cometabolism of pentachlorophenol by microbial species. Journal of
Hazardous Materials, v.39, p.19-31.
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aromatico pelas mono ou dioxigenases, causando a fissio do anel, processo
conhecido como oxigendlise e, posteriormente, pode servir como aceptor final de
elétrons, reduzindo os equivalentes gerados durante a oxidacdo da molécula
aromatica. No processo de desalogenacéo redutiva, o composto organico halogenado
desempenha papel de aceptor de elétrons e um halogénio € permutado por um atomo
de hidrogénio, com transferéncia de dois elétrons. Esse processo ocorre pela a¢do das
desalogenases. No processo de hidroxilago, o que ocorre é uma substitui¢do, na qual
um atomo substitui outro na molécula. No caso da substituicdo hidrolitica em
moléculas orgénicas, a reacfio consiste na substituicio do ion haleto por uma
hidroxila. A remogéo do PCP também pode ocorrer por processos abidticos, tais
como volatizacdo, fotodecomposicdo e absorgdo, como por exemplo, a absor¢do de
PCP na matéria orgénica presente em sedimentos aquaticos (McALLISTER et al.,

1996; BHATNAGAR & FATHEPURE, 1991; LARIZZATI, 1997).
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FIGURA 3 - Caminhos de degradagdo do PCP usados pelo
metabolismo microbiano
Fonte: adaptado de McALLISTER et al., 1996

A desalogenacfio redutiva € principalmente conhecida por ocorrer em

anaerobiose, sendo o passo inicial na biodegradagdo anaerdbia da maioria dos haletos
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de arila, mas o processo pode, também, estar envolvido na degradacfo aerdbia de
certos compostos altamente halogenados (WU ef al., 1992).

A desalogenacdo aerdbia de compostos orgénicos clorados pode ocorrer,
provavelmente, por diferentes mecanismos bioquimicos, em relacdo a biodegradacgio
anaerdbia. A desalogenaco redutiva é de particular interesse ambiental, devido a
rapidez com que as condi¢cdes andxicas podem se estabelecer em habitats poluidos
(MADIGAN et al., 1997).

A degradacdo aerébia do PCP por culturas microbianas mistas € um processo
importante, e em geral, ocorre em locais contaminados como superficies de solo ou
sedimentos que suportem o crescimento e a atividade de consorcios microbianos pela
presenca do oxigénio. A degradacdo do PCP pode ocorrer por esforcos combinados
entre diferentes espécies de microrganismos aerdbios. Para que ocorra a degradacio
aerébia do PCP, a barreira inicial que deve ser transposta pelo consércio microbiano é
a toxicidade do PCP, isto €, a atividade microbiana pode ser influenciada por certas
puras de bactérias aerobias, isoladas de locais contaminados, sio capazes de
mineralizar uma alta concentracio de PCP (200 mg/L) (McALLISTER et al., 1996).

Uma bactéria aerdbia com habilidade em degradar clorofendis é a
Flavobacterium sp.. Essa habilidade em desalogenar e mineralizar varios clorofendis
foi relatada nos exemplos de substituicio do anel clorado de compostos especificos.
Esse trabalho com Flavobacterium sp. também relatou que as enzimas bacterianas
usadas na degradacéio do PCP sdo controladas por um sistema enzimatico induzido e
que a adigio de PCP, 2,4,6-triclorofenol e 2,3,5,6-tetraclorofenol sdo indutores para a
completa degradagdo do PCP. Células de Flavobacterium sp. induzidas para a
degradagdo do PCP, foram capazes de desalogenar e mineralizar os compostos
2,3,4,6 € 2,3,5,6-tetraclorofendis, 2,3,6 e 2,4,6-triclorofendis e 2,6-diclorofenois. Por
outro lado, células ndo induzidas na degradacdo do PCP, foram capazes de
desalogenar e mineralizar PCP, 2,3,5,6-tetraclorofenol e 2,4,6-triclorofenol mas
apenas depois de uma fase de adaptacdo. Medidas de oxigénio mostraram que houve
consumo do gés, estimulando a degradagéo de todos os fendis clorados testados com

células de Flavobacterium sp. que tinham sido induzidas para a degradagio do PCP.
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Nesse estudo, foi verificado que, dentre os fendis clorados estudados, aqueles que
foram degradados com consumo de oxigénio, e significante mineralizacdo, foram
PCP, 2.3.5,6-tetraclorofenol e 2,4,6-triclorofenol (STEIERT ef al., 1987).

Sob condi¢tes anaerébias, o oxigénio molecular nfo estd envolvido na quebra
dos compostos aromdticos. Como conseqiiéncia, alguns tipos de compostos
aromaticos sdo dificeis de serem degradados, em particular, compostos aromaticos
sem grupos funcionais (benzeno, tolueno, naftaleno, etc.). Entretanto, compostos
aromaticos altamente clorados (ex. hexaclorobenzeno) podem ser eficientemente
degradados sob condi¢des anaerébias (FIELD et al., 19935).

Os microrganismos anaerébios possuem varias reagdes na degradagdo de
compostos toxicos, tais como desalogenagio redutiva, ja citada anteriormente, de
hidrocarbonetos alifaticos € aromaticos altamente clorados, reducéo de anéis
aromaticos a estruturas arométicas aliciclicas, e fissio do anel ( BHATNAGAR &
FATHEPURE, 1991 ).

Segundo defini¢gdes de MIKESSEL & BOYD (1986), a desalogenagéo
redutiva, ou remocdo de atomos de cloro diretamente do anel de compostos
aromaticos, € um processo simples e importante, pois os produtos desalogenados s&o
usualmente menos téxicos e podem ser facilmente degradados sob condigdes aerdbias
ou anaerobias.

Estudos realizados por KENNES er al. (1996) permitiram concluir que a
adicio de sulfato, em acompanhamento com a razio de liberagdo do ion cloro do
PCP, acelerou o processo de mineralizacdio. Adicdo de molibdénio, um inibidor das
bactérias redutoras de sulfato, inibiu a liberagdo de cloro da molécula e severamente a
mineralizacio do PCP. Isto sugere o envolvimento de bactérias redutoras de sulfato
na desalogenacio e na mineralizacgdo. Em muitos casos, a desalogenacdo de
diclorofenéis pode ser acoplada com a redugfio de sulfato (KOHRING ez al.' apud
DAMIANOVIC, 1997).

'KOHRING, G.W.; ZHANG.; WIEGEL, J. (1989). Anaerobic dechlorination of 2,4-
dichlorophenol in freswater sediments in the presence of sulfate. Applied and Environmental
Microbiology, Washington, v.55, n.10, p. 2735-2737 apud DAMIANOVIC, M.H.R.Z. (1997).
Degradagiio de pentaclorofenol (PCP) em reatores anaerdbios horizontais de leito fixo (RHALF).
S350 Carlos. 174p. Tese (Doutorado) - Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Séo
Paulo.
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Essencialmente, dois processos fazem parte do mecanismo global da

desalogenacio redutiva, como mostra a Figura 4 (MOHN & TIEDIJE, 1992).
A: hidrogenolise de arila
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FIGURA 4 - Exemplos de desalogenacio redutiva.
Fonte: MOHN & TIEDIJE, 1992.
1) o primeiro processo, hidrogenélise, ¢ a substituicio do halogénio da molécula por
um atomo de hidrogénio (FIGURA 4A e B);
2) o segundo processo, reducdo vicinal (dihaloeliminacfio), é a remocgiio de dois

halogénios dos atomos de carbono adjacentes com a formacgdo de uma ligacdo
adicional entre os atomos de carbono (FIGURA 4C).

Devido a pequena disponibilidade de microrganismos com respiracio
desalogenante, ou seja, que utilizam compostos halogenados para crescimento em
cultura pura, conclui-se que esses tipos de microrganismos apresentam limitado
espectro de doadores de elétrons que suportam crescimento. Hidrogénio molecular,
formiato e acetato sdo, provavelmente, os doadores de elétrons mais promissores para
enriquecimento de microrganismos com respiragio desalogenante (HOLLIGER &

SCHUMACHER, 1994).
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A desalogenacéo redutiva foi verificada com grande éxito por culturas puras,
como no estudo de STEVENS er al. (1988), onde a linhagem DCB-1, que € uma
bactéria anaerdbia estrita, € que foi isolada a partir de lodo anaerébio enriquecido
utilizado na degradacdo de 3-clorobenzoato, ¢ a primeira espécie anaerdbia, em
cultura pura, capaz de promover a desalogenagdo redutiva de vérios compostos
aromaticos.

A seguir, sd3o citadas trés linhagens de bactérias anaerobias estritas que foram
isoladas pela capacidade de desalogenar a molécula de PCP, de acordo com citagdes
feitas por CHRISTIANSEN & AHRING (1996); Desulfomonile tiedjei (DEWEERD
et al', 1990; SHELTON & TIEDIJE’, 1984), Desulfitobacterium dehalogenans
(UTKIN et al.?, 1994) e DCB-2 (MADSEN & LICHT, 1992).

A Tabela 6 mostra caracteristicas de alguns géneros de bactérias capazes de

desalogenar redutivamente.

'"DeWEERD K.; MANDELCO L.; TANNER R.S.; WOESE C.R. & SUFLITA J.M. (1990).
Desulfomonile tiedjei gen, nov. and sp nov., a novel anaerobic, dehalogenating, sulfate-reducing
bacterium. Arch. Microbiol. v.154, p.23-30. 2SHELTON D.R. & TIEDJE J.M. (1984). Isolation
and partial characterization of bacteria in na anaerobic consortium that mineralizes 3-chlorobenzoic
acid. Appl. Environ. Microbiol. v.48, p.23-30. *UTKIN I; WOESE C.; WIEGEL J. (1994).
Isolation and characterization of Desulfitobacterium dehalogenans gen. nov., sp. nov., na anaerobic
bacterium wich reductively dechlorinates chorophenolic compounds. Int. J. Syst. Bacteriol., v.44,
p.612-619. “MADSEN T & LICHT D. (1992). Isolation and characterization of na anerobic
chlorophenol-transforming bacterium. Appl. Environ. Microbiol. v.58, p.2874-2878 apud
CHRISTIANSEN, N. & AHRING, B.K. (1996). Introduction of a de novo bioremediation activity
into anaerobic granular sludge using the dechlorinating bacterium DCB-2. Antonie van
Leeuwenhoek, v.69, p.61-66.




TABELA 6 - Caracteristicas dos géneros de bactérias capazes de desalogenar redutivamente

Géneros "
Propriedades Dehalobacter sp Desulfomonile sp Desulfitobacterium sp Dehalospirillum sp
Doadores de H, H», formiato, piruvato, H,, formiato, piruvato, H,, formiato, piruvato,
elétrons lactato, benzoato lactato lactato, etanol, glicerol

Aceptores de

tricloroetileno,

metaclorobenzoatos, SO,

ortoclorofendis, NO5,

tricloroetileno,

elétrons tetracloroetileno S0,%, S0, fumarato, SO,>, S,0,%, S° tetracloroetileno, NO5’,
fumarato
Outras Capacidade de Contém citocromo cs, Crescimento mais rapido Contém citocromos do
propriedades® crescimento como requer fonte de carbono (g=3,5h), requer fonte de tipo b e ¢, cresce muito
autotrofos, sem organico carbono organico rapido (g=2,5h), requer
citocromos fonte de carbono organico
Filogenia Bactéria Gram positiva de Relacionado a Bactéria Gram positiva de Relacionado a

baixo contetido de GC

Proteobacteria &

baixo contetido de GC

Proteobacteria y

Fonte: MADIGAN e¢f al, 1997

" Todos os organismos sfio anaerdbios obrigatorios

~
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LARSEN ef al. (1991), em seus estudos sobre a desalogenagdo anaerdbia do
PCP sob condicdes termofilicas, adicionou PCP juntamente com etanol, o qual foi
usado como solvente. As altas taxas de desalogenacio alcancadas, onde houve a
adicdo de altas concentracdes de PCP, poderia ser esclarecida através do efeito
positivo gerado pela introdugdio do etanol, reforcando assim os resultados obtidos
pelos estudos de GIBSON & SUFLITA (1990), que mostraram que a adi¢do de
acidos orginicos de cadeia curta ou dlcoois estimulou biodegradagdo anaerobia de
compostos cloroaromaticos. Em seus estudos, os 4cidos organicos de cadeia curta e
etanol tiveram um efeito estimulador na desalogenacfio anaerébia do acido 2,4,5
triclorofenoxi-acético, em condi¢cGes metanogénicas.

DAMIANOVIC (1997), em seu estudo de degradaciio do PCP em Reatores
Anaerébios Horizontais de Leito Fixo (RHALF), concluiu que € possivel tratar
substratos contendo PCP no intervalo de concentracio de 0,2 a 8,0 mg/L de PCP. As
fontes de carbono: glicose e 4acidos acético e formico podem servir como doadores de
elétrons necessarios para as reacdes de desalogenacdo redutiva. O autor também
observou em seus estudos que houve a selecio de microrganismos, possivelmente
aqueles envolvidos no processo de degradagéo de clorofenois.

Estudos realizados por MIKESSEL & BOYD (1986) avaliaram o potencial de
lodos anaerdbios aclimatados por um longo periodo em monoclorofenéis (MCPs), na
degradacdio de PCP. Verificou-se que PCP foi degradado na concentragdo de 10 ug
mL™" pela atividade de cada lodo aclimatado em monoclorofenois. A degradagdo foi
mais rapida nos lodos previamente alimentados com 2-monoclorofenol, sendo o PCP
degradado num periodo de trés dias. Os lodos adaptados a 3 e 4-monoclorofenois
degradaram o PCP mais vagarosamente, respectivamente nos periodos de 12 ¢ 9 dias.
Os resultados sugeriram que os 4atomos de cloro na posi¢dio orto foram removidos
mais rapidamente do que os atomos de cloro nas posigdes meta e para. Os autores
supuseram que os resultados foram também devido a diferencas no nimero de células
entre os lodos aclimatados.

LARIZZATTI (1997), estudou a degradacio do PCP por consércios
metanogénicos enriquecidos. Esses consércios ja haviam sido expostos previamente

ao PCP e inibidos numa concentragio de PCP de 10 mg/L. Os consorcios foram
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capazes de degradar o PCP na presenca de aproximadamente 5 mg/L de PCP e dos
acidos acético, butirico e propidnico, bem como do metanol, com concomitante
producdio de metano nas condicdes estudadas.

LARSEN et al. (1991) estudaram o comportamento de diferentes indculos de
ecossistemas naturais e digestores anaerdbios na desalogenacdo anaerdbia termofilica
do pentaclorofenol. Inéculos foram coletados de oito ambientes anaerébios na
Dinamarca: trés amostras foram lodos de esgoto de diferentes digestores anaerébios
trabalhando a 35-37°C, lodo est4vel de um reator anaerébio termofilico em escala de
laboratdrio (60°C), amostra de sedimento de um brejo a 15°C, duas amostras de
diferentes sedimentos de agua doce (10-15°C), lodo de um reator termofilico (55°C)
digerindo esterco de gado. As amostras foram enriquecidas em PCP e fenol. O PCP
foi diluido em etanol e sua concentragdio final no meio foi de 7,5 ou 37,5 uM. As-
porcentagens de remocdio do PCP para as amostras depois de oito meses de
incubacdo foram: brejo e sedimento de 4gua doce (PCP quase que totalmente
removido), sedimento de curso de 4gua doce (80%), esterco termofilico (68%), lodos
de esgoto (remogdo entre 7 a 17%), lodo termofilico (2,8%). Concluiu-se, nesse
trabalho, que o potencial de desalogenagdo a 50°C, geralmente é muito maior em
ambientes anaerébios naturais (lagos, rios, sedimento de brejo e esterco de gado) do
que em lodo de esgoto, o qual é mais provavel ter sido previamente exposto a
clorofendis.

A degradagio de compostos halogenados pode ser realizada também por
granulos anaerobios, cuja descrigdo foi citada no item 3.2 deste capitulo.

No trabalho realizado por KENNES er al. (1996), analisou-se o
comportamento de granulos anaerdobios que degradavam PCP, desenvolvidos em
escala de laboratério em reatores anaerdbios de fluxo ascendente e mantidos nos
reatores a 35°C. Os granulos foram rompidos, e obteve-se uma suspensdo de células
que foi usada como indculo. Os testes foram realizados em frascos de soro, onde a
suspens@o celular foi alimentada com um meio contendo PCP, metanol, acetato,
propionato e butirato. A liberagdo dos fons cloro da molécula do PCP foi medida em
trés diferentes condigdes; anaerébias com células vivas, anaerobias com células

autoclavadas (mortas) e aerébias com células vivas. Observou-se, durante o estudo,
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que nenhum fon cloro foi liberado e nenhuma remogéo de PCP aconteceu nos frascos
contendo células autoclavadas. Sob condicdes aerdbias, a remocdo de PCP foi muito
pobre e nfio mostrou quantidade significante de fon cloro liberado. Répida remogéo de
PCP e liberacio de fons cloro ocorreu nas condi¢des anaerébias com células ativas.
Estes resultados indicaram que a remogio do PCP e a liberagdo de fons cloro foi
mediada por atividade microbiana, j4 que nenhum jon cloro foi liberado por células
autoclavadas sob condicOes anaerdbias.

Uma bactéria estritamente anaerébia DCB-2 que é capaz de degradar PCP foi
imobilizada em um reator anaerébio de manta de lodo (UASB), reator que continha
granulos estéreis. As bactérias formaram uma estrutura em forma de rede dentro dos
granulos, demonstrando que os granulos poderiam possuir habilidades especificas, tais
como uma atividade desalogenante, € ao mesmo tempo apresentar um alto
desempenho. O PCP foi degradado e transformado em 3.4,5-triclorofenol no reator
em que DCB-2 foi introduzida no lodo granular. Um reator controle que continha
apenas granulos nfo inoculados com a DCB-2, nfo ocorreu a desalogenacéo do PCP,
indicando que o desempenho no reator inoculado foi devido a bactéria introduzida
(CHRISTIANSEN & AHRING,1996).

Granulos anaerdbios que degradam PCP com atividade especifica de remog&o
de PCP até 14,6 mg/g SSV.d, foram obtidos em escala de laborat6rio, em um reator
anaerobio de fluxo ascendente e manta de lodo a 28°C. Os indculos do biorreator
foram de dois tipos; grinulos que degradavam AOV desenvolvidos em uma mistura
de AOV consistindo de acético, propidnico e butirico e culturas mistas anaerdbias
desenvolvidas de amostras coletadas de locais contaminados e lodos enriquecidos
com PCP. A remoc¢do de PCP alcangada pelos granulos foi maior que 99%. As
anslises microscopicas desses granulos desenvolvidos que possuem a capacidade de
degradar PCP revelaram a presenca predominante do género Methanothrix, uma
bactéria em formato de bacilo. Algumas células do género Methanothrix cresceram
como longos filamentos, e outras cresceram como bacilos formando filamentos de trés
ou cinco células. Os géneros Methanosarcina e Methanobacterium foram também

observados como prevalecentes nos granulos (WU et al., 1993).
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Estudo a respeito da diversidade microbiana na presenca de PCP foi realizado
por SATO' apud McALLISTER (1996), que estudou a predominancia de diferentes
grupos de bactérias no solo tratados com PCP e solos néo tratados. Foi constatado
que a presenca de PCP modificou a comunidade bacteriana no solo, selecionando
apenas grupos bacterianos que cresciam na sua presenca. A morfologia observada e
predominante na presenca do PCP foi uma bactéria Gram negativa, de formato
cocoide, com flagelos. A mesma amostra de solo sem PCP, continha uma maior

diversidade de microrganismos.

3.5 - A vida microbiana terméfila

A temperatura € um dos mais importantes fatores ambientais que influenciam
no crescimento € a sobrevivéncia de qualquer organismo vivo. Os terméfilos sfo
genericamente definidos como “organismos que vivem sob elevadas temperaturas”.
Quéo elevadas sdo essas temperaturas? Tal resposta, certamente, dependera do grupo
de organismos em questdo. Dessa maneira, segundo BROCK (1986), “um organismo
termofilo € aquele capaz de crescer sob temperaturas elevadas”. Posteriormente, em
aprimoramento a sua prépria definicio, BROCK (1986) escreveu “um organismo
termofilo € aquele capaz de viver proximo ou & temperatura maxima do grupo
taxondmico do qual faz parte”. Essa colocacdo tem a vantagem de enfatizar a
distingdo taxondmica dos terméfilos nos diferentes grupos de organismos, apesar de
nada indicar sobre as faixas de temperatura mais adequadas ao crescimento especifico
dos grupos (VAZOLLER, 1994).

Além de uma temperatura maxima que 0s Organismos suportam para a sua
sobrevivéncia, existem também uma temperatura minima para o crescimento, abaixo
da qual ndo se desenvolvem, uma temperatura 6tima, na qual o crescimento ¢ mais
rapido. A estas trés temperaturas dd-se o nome de temperaturas cardinais, e sdo

caracteristicas de cada tipo de organismo (VAZOLLER, 1995).

'SATO, K. (1985). Effect of a pesticide, pentachlorophenol (PCP) on soil microflora. II Effect of
PCP on bacterial flora in soil percolated with glycine or water. J. Gen. Appl. Microbiol., v.31, p.
197-210 apud McALLISTER, K.A.; LEE, H.; TREVORS, J.T. (1996). Microbial degradation of
pentachlorophenol. Biodegradation, v.7, p.1-40.



REVISAO DA LITERATURA 36

De acordo com citacdes feitas por VAZOLLER (1995), a possibilidade de
crescimento bacteriano, em amplas oscilagdes de temperatura, foi verificada nas
Archaea  metanogénicas  termoéfilas. A  linbagem  Methanobacterium
thermoautotrophicum apresenta um crescimento incomum a 22°C, desde que extrato
de levedura ou extratos de lodos de sistemas anaerdbios sejam adicionados ao meio
de cultivo. Pela conclusiio de WIEGEL (1990), o comportamento da metanogénica
revelou que um microrganismo, com temperatura 6tima de crescimento em torno de
68 a 69°C, pode crescer em faixas mesofilicas, se a atividade celular for mantida pela
adicdo de compostos essenciais nfo sintetizados pela célula a menores temperaturas.
Assim, o suprimento externo de um composto essencial a0 microrganismo termofilo,
cujo metabolismo celular de produgfo do composto tenha sido bloqueado pelo
decréscimo da temperatura, possibilita o desenvolvimento e manutengéo de terméfilos
a temperaturas extremamente inferiores as suas ideais. Os primeiros microrganismos
termofilos foram descritos no final do século passado, quando verificou-se o
predominio de espécies do género Bacillus. A linhagem Clostridium thermocellum foi

a primeira bactéria anaerébia terméfila descrita (WIEGEL, 1990).

Os organismos termdfilos compreendem representantes dos Dominios
Bacteria e também Archaea. Archaea ¢ um Dominio em que os membros podem estar
divididos dentro de trés grupos: - haléfilos: os quais crescem em ambientes altamente
salinos; - metanogénicos: os quais produzem metano em ambientes anoxicos
reduzidos; - Archaea que metabolizam enxofre, as quais sfio obrigatérias ou
facultativas e que oxidam ou reduzem algumas formas de enxofre para o seu
crescimento. Muitas Archaea nfo sdo termoéfilas (ex: as haléfilas), mas a maioria dos
representantes desse Dominio (com algumas exceg¢des), crescem em temperaturas

altamentes extremas (KELLY & DEMING, 1988).
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3.5.1 - Termoestabilidade das moléculas e das estruturas celulares dos

microrganismos anaerébios termoéfilos

A uma certa temperatura, proteinas, icidos nucléicos e outros componentes
celulares sdo sensiveis, podendo ser irreversivelmente desnaturados. Assim, os
componentes celulares das bactérias terméfilas possuem caracteristicas de tolerincia

aos efeitos das temperaturas elevadas, configurando-se como componentes

termoestaveis (MADIGAN er al., 1997; ANTRANIKIAN, 1990).

LANGWORTHY & POND (1986); RUSSEL & FUKUNAGA (1990),
relataram que uma das mais importantes adaptacdes dos termofilos estd na
composigéo lipidica das membranas. Os organismos terméfilos sio geralmente Gram-
positivos, constatando-se o predominio de glicolipideos (cerca de 60%),
principalmente de diglicosiglicerdis, glicosimidil-tetra-hidréxi-bacteriopanos e
tetraglicosildiacilgliceris. As Archaea terméfilas que possuem éter-lipideos na
membrana, contém maiores propor¢des de finatil-éter glicolipideos do que suas
homoélogas mesofilas, e em muitos casos, possuem maiores quantidades de
glicolipideos na superficie das membranas do que as Archaea terméfilas. Tem-se
especulado que o elevado conteido de glicolipideos aumenta a capacidade de ligacGes
de hidrogénio nas camadas da membrana celular, estabilizando-a sob altas

temperaturas através de interagdes adicionais com componentes externos da parede
celular.

Aspectos interessantes s3o descritos por RUSSEL & FUKUNAGA (1990),
em relagdo as Archaea metanogénicas terméfilas, que possuem di-éteres e tetra-éteres
nos lipidios das membranas celulares. No género Methanobacterium, com
crescimento 6timo & temperatura de 65°C, foram determinadas iguais quantidades dos
dois tipos de lipidios, e no género Methanothermus, que se desenvolve bem a
temperatura de 85°C, o contetido de tetra-éteres nos lipideos foi de 80 a 90%.
Provavelmente esta camada lipidica auxilie na estabilidade da membrana termofilica.
As metanogénicas meséfilas raramente apresentam tetra-éteres nos lipideos das

membranas celulares.
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3.5.2 - Aplicacio de microrganismos terméfilos na digestio anaerobia

O tratamento anaerdbio oferece um mimero de vantagens no tratamento de
residuos orgénicos altamente poluentes tais como, a habilidade para tratar altas cargas
orgénicas, producdo de uma pequena quantidade de lodo e produgdo de gas metano
como uma proveitosa fonte de energia (YAMAGUCHI et al., 1991).

As possibilidades da tecnologia do tratamento anaerObio poderiam ser
estendidas se o processo pudesse também ser aplicado a altas temperaturas.
Particularmente quando a 4gua residudria é descarregada & altas temperaturas, O
tratamento termofilico pode ser uma alternativa atraente. Além disso, nas faixas
termofilicas (>45°C), as reagdes se processam muito mais rapido do que através de
condi¢des mesofilicas (25-40°C). Desse modo, os potenciais de carga de biorreatores
anaerdbios sfio significativamente mais altos (HARRIS & DAGUE' apud VAN LIER
et al. 1996).

Durante as duas tltimas décadas, o interesse nas temperaturas termofilicas
para o tratamento de residuos e aguas residuarias tem aumentado significativamente,
especialmente durante a digest3io anaerébia de residuos solidos em que o processo
termofilico se mostrou superior, quando comparado com 0s processos mesofilicos nos
pontos que dizem respeito ao balango energético e rendimento (CECCHI et al? apud
AHRING, 1994). Contudo, segundo os autores, o periodo de partida para plantas
termofilicas pode ser longo, mais que um ano, até que se alcance uma producdo de
g4s em niveis aceitaveis. O maior problema, com respeito & partida de reatores
termofilicos, é o baixo niimero de microrganismos termofilicos em materiais orgnicos
tais como diferentes tipos de residuos. O problema das baixas populagdes microbianas

termofilicas pode ser solucionado quando o inéculo termofilico estd disponivel. Uma

THARRIS, W.L; DAGUE R.R. (1993). Comparative performance of anaerobic filters at mesophilic
and thermophilic temperatures. Water Environ. Res, v.65, p.764-771 apud van LIER, J.B.;
MARTIN, J.L.S.; LETTINGA, G. (1996). Efect of temperature on the anaerobic thermophilic
conversion of volatile acids by dispersed and granular sludge. Wat. Res., v.30, n.1, p.199-207.
2CECCI, F.; MATA ALVAREZ, J.; VERSTRAETE, W. (1992). Mem. Int. Symp. Anaerobic
Digestion Solid Waste, Venice, Italy. Thome-Kozmiensky (ed.), EF-VERLAG fur Energie-und
Umwelttechnik GmbH, Munchen, p.595-600 apud AHRING, B.K. (1994). Status on science and
application of thermophilic anaerobic digestion. Wat. Sci. Tech., v.30, n.12, p.241-249.
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estratégia para a obtencéo deste inoculo € de extrema importancia para o sucesso da

adocdo de sistemas termofilicos (AHRING,1994).

Trabalhos feitos por LARSEN ef al. (1991) mostraram como ja citado, o
potencial para a biodegradacdo anaerdbia termofilica do PCP, a 50°C, pelo uso de
in6culos de diferentes ecossistemas. A alta temperatura foi escolhida para fazer uso de
algumas das vantagens ligadas as condicGes termofilicas, tais como, alta taxa

metabolica e baixa producdo de lodo.

Segundo AHRING (1994), quatro grandes implantacSes termofilicas para a
digestdo de esterco e residuo orgénico industrial tém sido construidas nos ultimos
cinco anos na Dinamarca, como parte de um programa de plantas de larga escala
termofilicas para sintese de biogés. As plantas termofilicas tratam 450 toneladas de

matéria organica por dia e sdo operadas de 52 a 56°C.

De écordo com os resultados obtidos pelo autor anteriormente citado (Tabela
7), pode-se observar que, quando comparadas as concentragdes de acidos orgénicos
volateis no efluente das plantas termofilicas com os de plantas mesofilicas, nenhuma
diferenca Obvia pode ser observada. Valores de acidos orgénicos volateis muitos
baixos foram encontrados por um longo periodo de operacdo das plantas termofilicas

operadas sob elevadas temperaturas.

TABELA 7 - Concentragbes dos acidos orgénicos voldteis de algumas plantas de biogis
dinamarquesas, em escala industrial

Plantas Temperatura Valores médios de AOV nos reatores (mMV)
do processo Acético  Propionico Iso-butirico Butirico
Fangel 37-38°C 23,4 2.3 0,24 0,15
Ribe 53°C 7,5 5.9 0,20 -
Lintrup 38°C 4,7 0,22 - -
Revninge 35-37°C 5,9 0,30 < E
V.Hjermislev 36-38°C 1,1 0,25 0,12 0,06
Skovsgard 38°C 15,6 4,50 0,32-1,6 0,32-0,57
Vegger 55-56°C 8,5 | 0,1 0,1
Sinding-Orre 51-52°C 13,7 9,6 0,5 0,2

AQYV - acidos orgénicos volateis
Fonte: AHRING (1994)
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As experiéncias das plantas dinamarquesas de larga escala na producgdo de

biogas mostram claramente que as plantas termofilicas ndo sdo menos estaveis do que

as mesofilicas (AHRING,1994).

No Brasil tem-se um exemplo do uso da digestio anaerdbia termofilica; a
usina S&o Martinho, que € a maior produtora de élcool do Brasil (3,4 x 10® L/ano),
com produgiio de etanol de aproximadamente 1,2 x 10" L por ano, gerando dessa
maneira grandes quantidades de vinhaca (1,5 x 10" L/ano). A disposigsio da vinhaca
no ambiente, sem prévio tratamento, traz sérios riscos ao meio ambiente.

A digestdo anaerdbia termofila da vinhaca pode gerar gas metano, que serve
como combustivel para veiculos ou para gerar eletricidade. Considerando as altas
temperaturas em que a vinhaca é produzida (= 90°C) e as vantagens das bactérias
terméfilas, a Usina Sdo Martinho decidiu desenvolver uma digestdo anaerdbia
termofilica em reatores UASB de larga escala. O objetivo foi de pelo menos duplicar
a taxa orgéinica maxima usadas nos reatores mesofilicos do tipo UASB que também
tratam vinhaga, e diminuir custos com o aquecimento. A granulacdo do lodo nos
reatores termofilicos foi muito dificil de ser obtida. Por outro lado, apds ser
conseguida essa granulacfo, ndo houveram mais problemas com relac@o a estabilidade
do processo termofilico; nestas condi¢Ges, a conversfo da matéria orginica (72% de
remogio) e a producdo de biogas (10 Nm® gas/m’ r.dia) foram verificadas (SOUZA et
al., 1991).

3.6 - Técnicas empregadas ao estudo de bactérias anaerobias termofilas

3.6.1 - Manipulacdo das bactérias sob condicdes de anaerobiose

Os métodos descritos a seguir, foram usados no presente trabalho, para a
manipulacdo dos anaerdbios estritos. Os procedimentos usados para estudar os
terméfilos anaerdbios nfo foram diferentes daqueles descritos para os mesoéfilos
anaerébios. Em relac3o ao cultivo dos terméfilos moderados anaerdébios estritos, nio
foram notadas técnicas especiais, a ndo ser aquelas ja conhecidas que visam a retirada
do oxigénio da atmosfera nos frascos experimentais e do meio de cultura, bem como a

homogeneizacdo dos frascos durante os ensaios, afim de promover a mistura da
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atmosfera gasosa empregada, particularmente se o gas for substrato para o
crescimento das culturas em estudo, ou usado para controlar o pH do meio

(VAZOLLER, 1995).

VAZOLLER (1995), em sua revisdo citou trabalhos de LJUNGDAHL &
WIEGEL' (1986), que mostraram os procedimentos possiveis para a remocio do
oxigénio e preparacdo de meios reduzidos, citando trabalho inicial de HUNGATE®
(1950), que deram origem a técnica atualmente denominada “Técnica de Hungate”
para a manipulacio de anaerobios estritos. Posteriormente, esta técnica sofreu
modificacdes (BRYANT, 1972) e foi seguida pelo desenvolvimento de outros
sistemas, como o emprego de tubos de ensaio para anaerébios do tipo HUNGATE®
da Bellco® Glass Inc. ou frascos de antibidtico e de soro fechados sob pressurizacgo

gasosa.

A “Técnica de Hungate” (HUNGATE, 1969), é o procedimento béasico
empregado até hoje na maioria dos sistemas que visam a remogdo de tragos de
oxigénio dos gases a serem utilizados na atmosfera de frascos e tubos de ensaio
durante o cultivo de anaerdbios estritos. Assim, foi adaptada uma coluna de vidro
preenchida com limalha de ferro, que aquecida e previamente lavada com fluxo de
100% hidrogénio, mantém o ferro em seu estado reduzido. Os gases como nitrogénio,
diéxido de carbono e hidrogénio, ou misturas dos mesmos, ao passarem por esta
coluna, antes de serem introduzidos nos frascos com meio de cultivo, sdo
descontaminados de tracos de oxigénio. A limalha contendo ferro em seu estado
reduzido reage com o oxigénio presente no gas introduzido, retendo-o no sistema.
Ap6s a passagem dos gases através da coluna, os gases sdo introduzidos nos frascos
com meio de cultivo através do sistema de distribuicdo simultinea de gases utilizado

para a manutencio das condi¢cGes de anaerobiose. Esse sistema consiste de uma

'LJUNGDAHL, L. & WIEGEL, J. (1986). Working with anaerobic bacteria. In Manual of
industrial microbiology and biotechnology. Eds. Al. Demain e N.A Solomon, Washington. American
Society Microbilogy, p.84-96. “HUNGATE, R.E. (1950). The anaerobic mesophilic cellulolytic
bacteria. Bacteriol. Reviews, v.14, p.1-49 apud VAZOLLER, R.F. (1995). Avaliaciio do ecossistema
microbiano de um biodigestor anaerébio de fluxo ascendente e manta de lodo, operado com vinhaga
sob condicdes termofilicas. Sdo Carlos, 259p. Tese (Doutorado) - Escola de Engenharia de Sdo
Carlos. Universidade de S3o Paulo




REVISAO DA LITERATURA 42

canalizagio com 3 saidas de gases simultdneas e controle de fluxo por vélvulas de
agulha, baseado no sistema desenvolvido por BALCH et al. (1977). Em cada saida €
instalada uma mangueira com cerca de 30 cm apropriada para gases que, na
extremidade oposta, estava instalada uma seringa de 3 mL. Através das mangueiras,
seringas e agulhas faz-se passar um fluxo gasoso a ser inserido nos frascos. A troca de
atmosfera dos reatores ¢ feita antes da inoculagdo dos meios de cultivo e do inéculo e
¢ feita por uma bomba de vicuo que permite a aplicagio de pressdo negativa no
interior dos frascos simultaneamente a pressdo positiva feita pela introducéo dos gases

usados para manter a atmosfera dos frascos.

A técnica de MILLER & WOLLIN' apud VAZOLLER (1995), foi
desenvolvida para a preparacdo de um meio de cultivo basal sob fluxo gasoso, seguida
pela distribui¢do do meio em frascos de antibidtico ou de soro, fechados com batoque
de borracha e lacre de aluminio. A adi¢io de solugdes com fontes de carbono,
vitaminas, agente redutor e outras, assim como o inéculo, & feita apds a autoclavacgéo
desse meio de cultivo, através de seringas de insulina, ou de seringas com volumes
maiores, se necessario. As solugdes adicionadas apds a autoclavacdo sdo também

mantidas sob anaerobiose.

Segundo observaces feitas por LIJUNGDAHL & WIEGEL® apud
VAZOLLER (1995), a retirada fisica do oxigénio dos frascos de ensaio nfo &
suficiente para manter a anaerobiose no meio de cultivo. Para isso, podem ser
utilizados agentes redutores do meio, tais como sulfeto de sodio, cisteina, tiossulfato
de sodio e ditionito de sédio. Com o uso de solucdes contendo os agentes redutores
(solugdes redutoras) garante-se potenciais de oxi-reducdo bastante baixos, como os
requeridos pelas metanobactérias, da ordem de -330 mV. As solugdes redutoras mais
comuns empregadas nos meios de cultivo para bactérias metanogénicas e algumas

nio-metanogénicas sdo as constituidas pela mistura de sulfeto de sodio e cisteina ou

'MILLER, T.L.; WOLIN, M.J. (1974). A serum bottle modification of the Hungate technique for
cultivating obligate anaerobes. Applied Microbiology, v.27, p.985-987. ’LYUNGDAHL, L.;
WIEGEL, J. (1986). Working with anaerobic bacteria. In Manual of industrial microbiology and
biotechnology. Eds. Al. Demain e N.A Solomon, Washington. American Society Microbilogy, p.84-
96 apud VAZOLLER, R.F. (1995). Avaliacdo do ecossistema microbiano de um biodigestor
anaerdbio de fluxo ascendente e manta de lodo, operado com vinhaga sob condigoes termofilicas. Sio
Carlos, 259p. Tese (Doutorado) - Escola de Engenharia de SZo Carlos. Universidade de S3o Paulo.
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somente por sulfeto de sédio. As solugdes sfo preparadas mais concentradas para
adi¢do posterior ao meio de cultivo autoclavado, através de aliquotas, e para tanto
séo estocadas sob atmosfera inerte de 100% nitrogénio. O indicador de potencial de
oxi-redugdo mais comum foi indicado por HUNGATE (1969), a resarzurina, que com

um potencial redox de -110 mV é completamente incolor.

Alguns problemas podem estar relacionados a metodologia de isolamento e
cultivo de terméfilos, segundo estudos realizados por WIEGEL (1986); - um aumento
da evaporagdo do meio em frascos nfo selados adequadamente; - baixa solubilidade
dos gases devido ao aumento da temperatura; - instabilidade do 4gar em meios de
cultivo incubados a temperaturas muito elevadas (65 a 70°C); - caramelizaciio de
agucares na presenca de fosfatos; - contaminacdo do meio por esporos bacterianos

termofilos altamente resistentes ao calor.

Trabalho de LARSEN et al.(1991), ja citado, pode fornecer informacdes &
respeito do enriquecimento e cultivo de anaerébios terméfilos na presenca do PCP.
Nesse trabalho, as culturas foram enriquecidas a 50°C em PCP e fenol. PCP, solucdes
estoque de etanol, foram adicionadas no meio anaerébio usando uma micro-pipeta.
Controles sem adi¢do de PCP ou fenol foram feitos para cada série. Todos os
experimentos foram feitos com duplicatas em frascos de soro de 50 mL contendo 25
mL de meio mineral e 5 mL de amostra de lodo como indculo. Extrato de levedura foi
adicionado ao meijo mineral. Os frascos de soro foram selados com borracha de butila
¢ batoques de aluminio. A fase gasosa foi uma mistura de 80% N, e 20% CO,. As
concentragdes de PCP foram determinadas Hewlett Packard 5890 série I, um
cromatdgrafo a gés equipado com um detector de captura de elétrons e uma coluna
capilar Megabore DB-5. O gas de arraste foi o N,. Picos foram identificados e
quantificados injetando 1 pl de extrato de n-pentano de um padrdo auténtico

preparado do mesmo modo que as amostras a serem inoculadas.
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3.6.2 - Enriquecimento e isolamento das culturas metanogénicas e nio
metanogénicas

O enriquecimento de bactérias anaerébias termofilas pode ser facilmente
obtido empregando-se as técnicas para a manipulagdo de anaerobios estritos. Segundo
WIEGEL (1986), os cultivos e sub-cultivos durante o enriquecimento foram sempre
facilitados quando os meios ja prontos eram ligeiramente aquecidos antes da

inoculacdo.

Segundo DUBORGUIER (1987), a base do enriquecimento de culturas € a
utilizagio da fonte energética especifica dos diferentes grupos bacterianos. Além
disso, o meio basal dos anaerdbios deve conter as fontes nitrogénio, fosforo, enxofre.
Os sais s3o, em geral, os de sodio, potassio, magnésio e célcio, € os elementos traco
constituidos basicamente por metais, incluem representantes como o ferro, zinco,
manganés, cobre, molibdénio, aluminio, entre outros. As fontes de vitamina
compreendem a faixa conhecida para os microrganismos, notadamente a vitamina B.
Fatores de crescimento ou estimulatérios sio encontrados no extrato de levedura e
nos fluidos de biodigestores e do rimen de animais. O controle do pH nos meios,
pode ser feito pela presenga do diéxido de carbono somado a solugSes de sais
inorganicos e orgénicos como, bicarbonato, fosfato, entre outros. O autor também
citou a importancia do uso de diferentes fontes organicas no estudo de culturas
presentes em lodos granulados meséfilos. O enriquecimento, isolamento e contagens
bacterianas podem incluir fontes como glicose, 4cidos graxos e etanol, cujas

concentracdes utilizadas variam entre 20 e 40 mM..

Estudos de isolamento de culturas bacterianas terméfilas foram feitos para a
verificacio do efeito da oscilagio de temperatura no processo de isolamento.
WIEGEL (1986). Nio foi observado nenhum caso em que decréscimos da
temperatura nas amostras para o isolamento dos microrganismos terméfilos causasse
efeitos fatais as células. Por exemplo, a amostra do sedimento lacustre do
Yellowstone Park, na qual a linhagem Methanobacterium. thermoautotrophicum foi

observada, esteve estocada por 5 anos em uma cimara fria, entre 0 e 6°C. As
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contagens de termofilas metanogénicas na amostra, pela técnica do NMP, indicaram
uma alteracdo muito pequena no numero total de bactérias por mais de 3 anos sob
refrigeracdo. Por outro lado, o autor concluiu que generalizar as respostas
bacterianas, quanto 2 tolerincia a alteracGes de temperatura, nio € conveniente, pois
as faixas de oscilagbes de temperatura que nfio ocasionam efeitos destrutivos as

células podem variar amplamente, entre diferentes espécies.

AHRING & WESTERMANN (1987) usaram no enriquecimento de culturas
metanogénicas do tipo TAM (Thermophilic Acetate-utilizing Methanogen), frascos de
soro de 1L contendo 750 mL de meio, fechados com rolhas de borracha de butila com
dispositivos para a alimentacfo, retirada de amostras e liberagdo de gases em frascos
coletores. O enriquecimento foi iniciado com 740 mL de meio de cultivo mineral
contendo 50 mM de acetato de sédio € 10 mL de lodo oriundo de um biodigestor
termofilico de lodo de esgoto, operado a 60°C. O pH foi sempre mantido em 7,3. O
isolamento da cultura metanogénica acetoclastica foi realizada apds 8§ meses de
enriquecimento, através de diluicdes decimais no mesmo meio mineral contendo 50
mM de acetato e adicionado de 0,1 g/l de vancomicina. A mais alta diluicio que
apresentou crescimento € producéo de metano (107), apés 3 a 4 semanas, foi utilizada
para outra série de diluigées decimais, suficiente para a obtengo da cultura pura. Foi
necessario um longo periodo de enriquecimento (8 meses) para o estabelecimento de

uma cultura acetoclastica tipica.

3.6.3 - Técnicas microscopicas para a identificacio de Archaea metanogénicas e
bactérias nio-metanogénicas

As técnicas para a identificacio de espécies de culturas anaerdbias
metanogénicas empregam, principalmente, anilises microscopicas da morfologia das
c€lulas, ap6s a obtencdo das culturas em meios especificos. A microscopia comum, de
contraste de fase, de epifluorescéncia e a laser, bem como a de alta resolugdo por

varredura e transmissdo, sdo ferramentas essenciais para a determinagio do tamanho,
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forma e constituicio das paredes celulares das diferentes espécies bacterianas

(VAZOLLER, 1995).

A identificacdo das espécies metanogénicas pela microscopia de fluorescéncia
se faz pela presenca de duas coenzimas especificas a essas bactérias, a Fizo € a Faso,
que sdo responsaveis pela fluorescéncia de células metanogénicas jovens e velhas,
quando submetidas a determinados comprimentos de onda luminosos (420 € 350 nm).
As culturas bacterianas, na fase inicial de crescimento, apresentavam maior
fluorescéncia do que células na fase estaciondria. A excitacdo luminosa a 420 e 350
nm resulta em cores amarelo-esverdeadas e azuladas, respectivamente (DODDEMA
& VOGELS, 1978).

A microscopia de fluorescéncia tem sido amplamente utilizada na andlise

direta de lodos anaerébios provenientes de sedimentos aquaticos e biodigestores

(VAZOLLER, 1995).
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1 - Introducio

Dentro do proposito do trabalho, foi escolhido e estudado um lodo granulado
anaerobio proveniente de um biodigestor anaerdbio termofilico de fluxo ascendente e

manta de lodo (UASB), da Usina Sdo Martinho, Prad6polis-S.P.

O presente estudo compreendeu a avaliacdo do potencial do lodo terméfilo na
degradacdo do composto pentaclorofenol (PCP), bem como o isolamento de culturas

bacterianas capazes de realizar essa degradag@o.

Antes de ser dado inicio ao trabalho experimental, o lodo coletado foi
armazenado sob refrigeracdo, a temperatura de 7°C, durante 19 dias. A coleta do lodo
foi realizada no final da entre safra da Usina (Abril/97), durante o inicio da operacZo

do biodigestor. O exame microscopico do lodo foi realizado ap6s a coleta.

Os ensaios de enriquecimento (primeiro, segundo e terceiro ensaios) foram
conduzidos sob condicdes anaerdbias. O meio usado foi o meio basal Zinder
(ZINDER et al' apud VAZOLLER, 1995) acrescido de fontes orgénicas e solugdes
de vitaminas, redutora e bicarbonato, em frascos de 250 mL, sob agitacdo a 55+2°C.
Os trés primeiros ensaios foram realizados para avaliar a capacidade do lodo na

degradac@io do composto pentaclorofenol (PCP).

!ZINDER, S.H.; CARDWELL, S.C.; ANGUISH, T.; LEE, M.; KOCH, M. (1984).
Methanogenesis in a thermophilic (58°C) anaerobic digestor: Methanotrix sp. as important
acetoclastic methanogen. Appl. Environ. Microbiol., v.47, p.796-807 apud VAZOLLER, R.F.
(1995). Avaliagdo do ecossistema microbiano de um biodigestor anaerdbio de fluxo ascendente e
manta de lodo, operado com vinhaca sob condigdes termofilicas. SZo Carlos, 259p. Tese (Doutorado).
Escola de Engenharia de Sgo Carlos. Universidade de SZo Paulo.
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No quarto ensaio, que correspondeu ao de isolamento de culturas habeis na
degradacio do PCP, o procedimento adotado foi a diluicdo decimal seriada. O meio
de cultura utilizado nas diluicdes decimais seriadas foi o de Zinder (ZINDER et al'
apud VAZOLLER, 1995), acrescido de fontes orgénicas e solucdes de vitaminas,
redutora e bicarbonato e o isolamento das colénias foi feito em tubos Bellco®,

indicados para o cultivo de anaerdbios estritos.

A Tabela 8 descreve os procedimentos empregados nos ensaios de
enriquecimento. No enriquecimento das culturas bacterianas foram avaliados varios
substratos e sua relacdo com o processo de desalogenacdo do PCP. Para o primeiro
ensaio de enriquecimento as condi¢cGes a que as culturas foram submetidas foram:
presenca de &cidos organicos volateis (AOV - controles), acidos orgdnicos
volateis/PCP (AOV/PCP), glicose, glicose/PCP e PCP. As condi¢Ges para o segundo
ensaio foram mais restritas, isto é, o substrato glicose no foi mais testado devido as
baixas concentra¢des de metano produzidas nessas condi¢cdes (Anexo 3), mas o uso
dos demais substratos foi mantido. Deu-se prosseguimento ao terceiro ensaio,
mantendo-se 0 uso dos substratos acidos orgénicos volateis (AOV - controles),
acidos orgénicos volateis/PCP (AOV/PCP) e introduzindo uma nova condi¢cdo as
culturas bacterianas que foi a solucdo de sulfato de s6dio juntamente com os acidos
organicos volateis (sulfato/AOV). Essas condicGes a que os ensaios de
enriquecimento foram submetidos avaliou o potencial do lodo terméfilo na

degradacdo do composto halogenado (PCP).

1ZINDER, S.H.; CARDWELL, S.C.; ANGUISH, T.; LEE, M.; KOCH, M. (1984).
Methanogenesis in a thermophilic (58°C) anaerobic digestor: Methanotrix sp. as important
acetoclastic methanogen. Appl. Environ. Microbiol., v.47, p.796-807 apud VAZOLLER, R.F.
(1995). Avaliagdo do ecossistema microbiano de um biodigestor anaerdbio de fluxo ascendente e
manta de lodo, operado com vinhaga sob condic¢des termofilicas. Sdo Carlos, 259p. Tese (Doutorado)
- Escola de Engenharia de Sdo Carlos. Universidade de Szo Paulo.
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TABELA 8 - Condicoes das culturas anaerébias enriquecidas em PCP a 55+2°C
Ensaios de enriquecimento Condicoes dos ensaios
AOV’
AOV/PCP
1 Glicose”
Glicose/PCP
PCP
AOV”
2 AOV/PCP
PP
AOV’
3 AOV/PCP
Sulfato / AOV

PCP: pentaclorofenol; AOV: 4cidos organicos volateis, controles

4.2 - Equipamentos

4.2.1 - Sistema de distribuicio simultinea de gases

Os ensaios foram realizados sob condi¢des de anaerobiose estrita. Dessa
maneira, gases como N e a mistura N»/CO, foram utilizados. O trabalho experimental
foi conduzido na 4rea de Microbiologia do Laboratério de Processos Anaerdbios do
Departamento de Hidraulica e Saneamento da Escola de Engenharia de Sdo Carlos da
Universidade de Sdo Paulo (LPA-EESC-USP). A seguir, encontram-se indicados os
equipamentos € materiais que compdem o sistema de distribuicdio simultinea de gases
adaptado por VAZOLLER (1995) no LPA-EESC-USP, segundo o modelo do
Laboratério do Dr. Stephen Zinder, do Departamento de Microbiologia da Cornell
University (EUA).

Os botijées dos gases s3o instalados externamente ao laboratério de
microbiologia e os gases sdio conduzidos para o interior do laboratério através de
tubos de cobre de pequeno calibre. Para a remogdo de oxigénio, os gases atravessam
um cilindro de cobre com cerca de 20 cm de didmetro, internamente preenchido por
pedagos de cobre, segundo CG-Equipamentos Cientificos. O cilindro é revestido por
amianto € inserido em uma caixa de ago, que contém um sistema de aquecimento

elétrico até 300°C.
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No presente trabalho, os gases foram inseridos, nos frascos de cultivo, durante
o preparo de meios de cultura e solu¢des, bem como durante os procedimentos de
inoculagdo, empregando-se o sistema de distribuicdo simultinea de gases como
mostrado no detalhe da Figura 5. No LPA-EESC-USP, o sistema é composto de
quatro saidas de gases simultineas. Em cada saida, foi instalada uma mangueira com
cerca de 30 cm apropriada para gases e, na extremidade oposta, estava instalada uma
seringa de vidro (tipo B&D) de 3 mL. Nas seringas, eram afixadas agulhas de insulina.
Através dessas mangueiras, fazia-se passar o fluxo de gases a ser inserido nos frascos
de cultivo. Fazendo parte desse sistema de distribui¢io simultdnea de gases, havia
uma bomba de vacuo (Figura 5 - detalhe) que possibilitava a troca de atmosfera nos
frascos, ou seja, os frascos fechados com atmosfera interna de N isenta de O, eram
submetidos, apds autoclavacdo, a uma pressdo negativa, e imediatamente preenchidos
com uma mistura de gasosa de N»/CO,. Esse procedimento era repetido por 5 vezes
(lavagem da atmosfera), e uma vélvula de agulha permitia a escolha das duas

condicdes, vacuo ou gas.

 Larizzatti. 1997

FIGURA 5 - Sistema de distribuigdo simultdnea de gases

Qfo o)
2 Bittivieca S
’.J:Q o

. v
) DES .("




MATERIAIS E METODOS 51

4.2.2 - Cromatografos

A avaliacido da atividade bacteriana foi feita através de anélises
cromatograficas para determinagio dos gases produzidos durante o processo

metabdlico. Foi utilizado cromatdgrafo a gas, da marca Gow-Mac.

A cromatografia gasosa foi também usada na anilise da degradacio do
organoclorado pentaclorofenol, assim como na deteccio de intermediarios dessa
degradacdo. O cromatégrafo utilizado foi 4 gas HP5890 II. O volume de amostra

injetado para a cromatografia gasosa do organoclorado foi de 1 pL.

4.2.3 - Vidraria e outros materiais

Durante o desenvolvimento da parte experimental do presente trabalho,
utilizam-se vidraria e materiais comuns aos procedimentos experimentais em

Microbiologia, particularmente no Laboratdrio de Processos Anaerdbios.

Para o preparo das solugdes-estoque utilizaram-se baldes de vidro com fundo
chato de 250 mL, e erlenmeyers de 1000 mL, bem como frascos de antibitico de 30
mL, em que eram armazenadas as soluces. Esses frascos de antibidtico eram
fechados com batoques de borracha de butila e lacres de aluminio, empregando-se um

cravador manual de ago inoxidavel.

Nos ensaios de enriquecimento foram usados frascos de soro de 250 mL, e
nos de isolamento, tubos Bellco®. Os frascos de soro foram fechados com batoques
de borracha de butila e lacres de aluminio e os tubos Bellco® com batoques de
borracha de butila e tampas de rosca de plastico, perfuradas centralmente.

Pipetas de volumes entre 1 e 25 mL foram utilizadas tanto para a introducgo
de fluxo de gas como o N; nas solugdes e meios de cultura, quanto para distribuicdo
desses meios nos respectivos frascos ou tubos. Pipetas automaticas (EDP 2 - Rainin)

foram utilizadas apenas para que fosse introduzida a solucio de PCP nos frascos de
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soro ¢ tubos Bellco®. As adicdes das solugdes-estoque eram feitas com seringas de
insulina (Plastipak) e agulhas estéreis. A inoculagio da amostra inicial foi feita com
pipeta de 10 mL invertida, quando se utilizou o inéculo bruto recém trazido da Usina
Ssio Martinho, pois o indculo possuia uma viscosidade bastante acentuada e o lodo
era granulado. Seringas de insulina com agulhas grossas (40x12) foram usadas no
ensaio de isolamento das culturas. O meio de cultura, foi distribuido com pipetas de

25e 10 mL.

Os gases utilizados foram N, 100% puro e mistura de 70% N> e 30% CO,
fornecidos pela White-Martins.

As amostras para a avaliacio qualitativa e quantitativa do gas metano na
atmosfera dos frascos de cultivo foram coletadas usando-se seringas de 1 mL
Hamilton-Gastight. Uma valvula com trava Mininert, colocada na extremidade entre a
seringa e a agulha permitia a coleta de amostras da atmosfera dos frascos, sob as
mesmas condicdes de pressdo interna do sistema em estudo. As amostras liquidas para
a anidlise do PCP por cromatografia gasosa eram coletadas através de uma seringa
Hamilton de 10 pL. Antes da coleta dos gases e amostras liquidas, as tampas dos
frascos e tubos eram molhadas em élcool 70% e flambadas.

4.3 - Procedimentos Experimentais

4.3.1 - In6culo

Utilizou-se lodo granulado oriundo de um reator anaerébio termofilico
(UASB-5000 m’) tratando vinhaga, da Usina de Agticar e Alcool Szo Martinho,
grupo Monte Sereno, Pradopolis-SP. O indculo em questdo foi coletado em um
frasco plastico de 500 mL no periodo de entre-safra da producéo de dlcool, em Abril
de 1997. Foram tomados os cuidados necessarios durante a coleta para se evitar a
contaminacdo da amostra pelo oxigénio, para que fosse mantida as condigdes de

anaerobiose estrita. Dessa maneira, o frasco plastico foi ocupado pelo in6culo até o
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seu limite e tampado imediatamente impedindo assim um contato maior com o

oxigénio atmosférico.

4.3.2 - Composicio e preparacio das solucoes-estoque e meio basal

O meio basal usado como fonte nutricional, foi o descrito por ZINDER et al'
apud VAZOLLER (1995), que serda denominado no dmbito desse texto, meio Zinder.
Na Tabela 9 esta descrito o meio Zinder e as demais solugcdes que fazem parte de sua

CcOmposicao.

TABELA 9: Composicdo do meio basal ZINDER.

Componentes Quantidades - q.s.p.
1.000 mL de agua destilada

NH4Cl 05¢g
KH;POy4 04¢g
MgCly.6H»O 0,1g
CaCl,.2H,O 0,05¢g
solugdo de resarzurina 0,1 % 1,0 mL

solucdo traco de metais 10,0 mL

Fonte: ZINDER et al'. gpud VAZOLLER, 1995

O meio Zinder foi preparado fervendo-se 1000 mL de agua destilada.
A fervura foi realizada para que o oxigénio dissolvido fosse desprendido. Os
reagentes, que fazem parte da composicéio do meio Zinder, eram pesados em balanga
analitica, sendo as quantidades desses reagentes baseadas numa relacdo de
proporcionalidade com a 4agua. Os reagentes eram pesados em beckers pequenos, €
adicionados a 500 mL de 4gua destilada, seguindo a ordem apresentada na Tabela 9, a
uma temperatura de aproximadamente 40°C. Posteriormente eram adicionados os

outros 500 mL de 4gua. Apés homogeneizacdo dos reagentes, um fluxo de 100% N,

!ZINDER, S.H.; CARDWELL, S.C.; ANGUISH, T.; LEE, M.; KOCH, M. (1984).
Methanogenesis in a thermophilic (58°C) anaerobic digestor: Methanotrix sp. as important
acetoclastic methanogen. Appl. Environ. Microbiol., v.47, p.796-807 apud VAZOLLER, R.F.
(1995). Avaliagiio do ecossistema microbiano de um biodigestor anaerébio de fluxo ascendente e
manta de lodo, operado com vinhaga sob condi¢des termofilicas. Sdo Carlos, 259p. Tese (Doutorado)
- Escola de Engenharia de Sao Carlos. Universidade de Séo Paulo.
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era introduzido no meio através de borbulhamento durante 30 minutos. Mantendo-se
o fluxo de nitrogénio no meio de cultivo, distribuiam-se volumes padronizados desse
meio de cultura para cada experimento, sendo 45 mL nos frascos dos ensaios de
enriquecimento € 8,5 mL nos tubos do ensaio de isolamento. Esses frascos e tubos
também eram mantidos durante a distribuicio desse meio, sob fluxo de 100% Na,
através do sistema de distribuigio simultinea de gases. Apés a introducéio do meio
Zinder nos frascos e tubos, adicionava-se a solucdo de PCP e, posteriormente, 0s
frascos de soro e de volumes maiores, eram fechados com rolhas de borracha de
butila e lacres de aluminio, e os tubos Bellco® com rolhas de borracha de butila e
tampas de rosca de plastico perfuradas centralmente. Os frascos e tubos eram
esterilizados por autoclavagfio a 120°C por 20 minutos e 15 psi. Ap6s a esterilizagdo
dos meios a atmosfera era trocada, como indicado no item 4.2.1 desse capitulo, e
mantinha-se a atmosfera de 70% de N, e 30% de CO,, antes das demais solugbes e

inoculacdo.

A solucio trago de metais descrita na Tabela 10, que faz parte da
composi¢io do meio Zinder, foi preparada adicionando-se primeiramente o NTA a
4gua destilada e deionizada, seguido pelos outros componentes. O pH era ajustado
para 7,0, com uma solugdo 10 M de KOH, a solug#io era distribuida em frascos de
soro. A manutengdo da solugdo de metais era feita sob refrigeracdo (4°C) apos
esterilizacio dos frascos fechados com borracha de butila e tampas de rosca, por

autoclavagiio por 20 minutos, a 120°C e 15 psi.

A indicacdo do potencial de oxi-reducdo do meio de cultivo foi feita através
da solucdo de resarzurina 0,1%. Esta soluc@io foi preparada pesando-se 0,1 g do
corante resarzurina e diluindo-a em 100 mL de 4gua. A solucdo indicadora era

mantida sob refrigeracio em frasco ambar.
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TABELA 10 - Composigio da solu¢do trago de metais - meio Zinder

Componentes Quantidades - gq.s.p.
1.000 mL de agua destilada
NTA 45¢g
F8804.7H20 0,556 g
MI’ISO4.H20 0,086 g
CoClL.6H,O 0,17 g
ZnS0,.7H0O 021g
H3;BO; 0,19¢g
NiCL 0,02 ¢g
Na MoO, 0,01g

Fonte: ZINDER et al' apud VAZOLLER, 1995

O meio Zinder foi acrescido de solucdes estoque apés a autoclavacio, em
aliquotas determinadas, segundo as concentracdes dos compostos a serem testados no
meio de cultivo. As solugdes-estoque que fizeram parte do meio Zinder para cultivo
foram denominadas solucGes tampéo de bicarbonato de sédio a 10%, vitaminas,

redutora, fontes de 4cidos (acético, propidnico e butirico), glicose (usada no primeiro

ensaio) e sulfato de s6dio (usado no terceiro ensaio). As concentragdes das solucGes-

estoque € os volumes adicionados, apresentados na Tabela 11, referem-se aos ensaios

1,2 e 3, ou ensaios de enriquecimento 1,2 e 3.

Tabela 11 - Concentragéio das solugdes-estoque ¢ volumes adicionados nos reatores

Reagentes Ensaios' de  Concentragdes  Volumes Concentracdes
enriquecimento  das solucdes- adicionados a0  finais no meio
estoque meio Zinder de cultivo
Bicarbonato de sédio 1.2 3 10% 0,5mL lg/L
Vitaminas* 1,2e3 - 0,5mL -
Glicose 1 10 g/L 0,5¢g 0,1 gL
Sulfato de sédio 3 700 mM 0,7 mL 9,8 mM
Solu¢éo redutora 1,2¢3 - 0,25 mL -
Acetato de sodio 1,2e3 M 0,5 mL 20 mM
Propionato de s6dio 1.2e53 1M 0,5 mL 10mM
Butirato de sddio 1,2e3 1M 0,5 mL 10mM

! indicagdo dos ensaios em que foram empregadas. > volumes de 50 mL totais
*concentracio dos componentes da solugio de vitaminas indicadas na Tabela 13

'ZINDER, S.H.; CARDWELL, S.C.; ANGUISH, T.; LEE, M.; KOCH, M. (1984).
Methanogenesis in a thermophilic (58°C) anaerobic digestor: Methanotrix sp. as Important
acetoclastic methanogen. Appl. Environ. Microbiol., v.47, p.796-807 apud VAZOLLER, R.F.
(1995). Avaliagdo do ecossistema microbiano de um biodigestor anaerébio de fluxo ascendente e
manta de lodo, operado com vinhaga sob condigdes termofilicas. Sao Carlos, 259p. Tese (Doutorado)
- Escola de Engenharia de S3o Carlos. Universidade de S3o Paulo.
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No quarto ensaio (diluicdo decimal seriada), as concentragdes das solucdes-

estoque e os respectivos volumes adicionados sdo mostrados na Tabela 12.

A solugiio de bicarbonato de sédio a 10% era preparada pesando-se o volume
do sal e dissolvendo-o em agua destilada. Apés completa dissolugéo do sal, aliquotas
de 15 mL eram distribuidas em frascos de antibiético de 20 mL, sob fluxo de 100%
nitrogénio. Os frascos fechados com batoques de borracha de butila e lacres de
aluminio eram esterilizados por autoclavagio, por 20 minutos, a 120°C e 15 psi. Ap6s

esterilizagdo, os frascos eram mantidos & temperatura ambiente, na auséncia de luz.

A solugio de vitaminas era preparada adicionando-se as quantidades indicadas
de solugdes-estoque como indicado na Tabela 13, em um volume igual a 1.000 mL de
dgua destilada (q.s.p). Apés a completa dissolugdo das vitaminas, a solucdio era
submetida a esterilizagsio por filtragdo em sistema Millipore, com filtros de 0,22 pm
de porosidade, sob condi¢des de assepsia. A soluggo era distribuida sob fluxo estéril
de 100 % nitrogénio, em volumes de 15 mL em frascos de antibiotico de 20 mL,
previamente esterilizados. Os frascos eram entfo fechados com batoques estéreis de
borracha de butila, e lacrados com selo de aluminio. A solugio de vitaminas era

estocada sob refrigeragdo (4°C).

Tabela 12 - Concentra¢io das solucBes-estoque e volumes adicionados nos tubos
Bellco®

Reagentes Concentracdo das Volumes' Concentragdes
solucbes-estoque  adicionados a0  finais no meio de
meio Zinder cultivo
Bicarbonato de sodio 10% 0,1 mL 1g/L
Vitaminas® - 0,1 mL -
Extrato de levedura 2% 0,1 mL 0,2g/L
Solugdo redutora - 0,05 mL -
Acetato de sédio 2M 0,05 mL 10mM
Propionato de sodio IM 0,05 mL 10mM
Butirato de sodio IM 0,05 mL 10mM

! volumes de 10 mL
* concentragio dos componentes da solugfio de vitaminas indicadas na Tabela 13

A reducfio do meio Zinder foi feita pela adi¢do de solucio redutora de sulfato

de s6dio, previamente preparada e mantida em estoque. No preparo desta solugéo,
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5,0 g de sulfato de sédio (Na,S.9H,O), eram dissolvidas em 100 mL de agua
destilada. A solugdo era distribuida rapidamente em frascos de antibiético de 20 mL,
sob fluxo de 100% nitrogénio. A esterilizago da solugdo foi feita por autoclavagio
ou filtragdo rapida em membrana de 0,45 pm pelo sistema Millipore, sob condicdes de

assepsia. A solucdo redutora estéril era mantida no escuro e 4 temperatura ambiente.

TABELA 13 - Composi¢io da solugio de vitaminas.

Componentes Quantidades - g.s.p.
1.000 mL de sgua destilada

biotina 0,002 g
acido folico 0,002 g
tiamina. HCI 0,005 g
riboflavina 0,005 g
acido nicotinico 0,005 g
pantotenato de calcio 0,005 ¢g
priridoxina. HCI 0,010 g
vitamina B, 0,0001 g
acido lipdico 0,005 g

Fonte: adaptado de TOUZEL e ALBAGNAC' apud VAZOLLER,1995

4.3.2.1 - Preparacio das solucdes-estoque de dcidos orginicos volateis

As solucdes-estoque de 4cidos organicos usadas nos meios de cultivo (Tabelas
11 e 12) foram preparadas & partir dos sais acetato de sddio, propionato de sodio e
butirato de sédio, todos da marca Aldrich. Os sais foram dissolvidos em agua
destilada ou Milli-Q e mantidos sob fluxo de 100% N, durante mais ou menos 20
minutos e, apés esse periodo, 15 mL das solugdes de cada 4cido eram distribuidas em
frascos de antibiético de 20 mL, sob o mesmo fluxo £aso0so, € eram lacrados e

autoclavados por 20 minutos, a 120°C e 15 psi.

'TOUZEL, J.P.; ALBAGNAC, G. (1983). Isolation and caracterization of Methanococcus mazei
strain MC3. FEMS Microbiology Letters, v.16, p.241-245 apud VAZOLLER, R.F. (1995).
Avaliagdo do ecossistema microbiano de um biodigestor anaerébio de fluxo ascendente e manta de
lodo, operado com vinhaga sob condigdes termofilicas. Sao Carlos, 259p. Tese (Doutorado) - Escola
de Engenharia de S&o Carlos. Universidade de S&o Paulo.
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4.3.2.2 - Preparacio da solu¢do-estoque de pentaclorofenol

O etanol foi escolhido como solvente para o composto pentaclorofenol, sendo
a concentraco de etanol usada para essa diluicdo de 34,25 mmoles/L. As quantidades
da solucgio de PCP introduzidas nos frascos e tubos foram padronizadas para se obter
uma certa concentracdo final desejada no meio de cultivo Essa solugdo foi adicionada

ao meio de cultivo antes do processo de autoclavagio.

A solucfo-estoque de PCP foi preparada com concentragdo de 1,28 g/L, e
usada durante todo o trabalho experimental. A concentragiio de PCP estudada foi a de
2,5 mg/L no meio de cultura. Para isso foram colocados nos frascos volumes de 0,10
mL de solugio-estoque de PCP em meio de cultivo de 50 mL (ensaios 1,2 ¢ 3). Para o
quarto ensaio, as quantidades de meio de cultivo foi 10 mL e o volume de solugéo de

PCP adicionado foi 0,02 mL.
4.3.3 - Procedimentos de enriquecimento das culturas bacterianas.

A técnica do primeiro ensaio de enriquecimento consistiu no emprego do meio
Zinder, acrescido das fontes de carbono e demais solugdes (Tabela 11) € o lodo foi
armazenado sob refrigeracdo, durante um periodo de 19 dias. Subseqiientemente, o
segundo e terceiro ensaios foram inoculados com lodo mantido sob refrigeracéo

durante 62 e 99 dias, respectivamente, sob condigdes culturais semelhantes.

Nos trés ensaios, volumes de 45 mL de meio de cultura foram distribuidos em
frascos de 250 mL, e apés autoclavagio, foram adicionadas solugdes de bicarbonato
de sédio, vitaminas, fontes de carbono e soluc@io redutora, retiradas das solucdes-
estoque (Tabela 11). Mw; O lodo foi
acrescido ao meio de cultura com o auxilio de uma pipeta invertida (item 4.2.5 desse
capitulo), pois no foi possivel a inoculagio com seringa e agulha (lodo granulado),

mesmo que de maior calibre. Assim, foi necessério abrir os frascos reatores (retirada "
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das tampas), sob o fluxo de 70% N, e 30% CQ,, antes de cada inoculagdo. Cabe
salientar que as quantidades das solugdes-estoque adicionadas aos 45 mL de meio
Zinder ndo foram incluidas no célculo do volume total de meio de cultura o qual foi
de 50 mL (45 mL de meio Zinder + 5 mL de in6culo). Dessa maneira, o volume total
de meio de cultura ultrapassou os 50 mL, devido as quantidades de solucGes-estoque

adicionadas (Tabela 11).

Os procedimentos empregados nos ensaios de enriquecimento foram bastante

semelhantes. As diferencas estdo apresentadas na Tabela 8.

Os periodos de incubagdo para os ensaios de enriquecimento foram,
respectivamente, 18, 7 e 19 dias. O critério para a duragdo dos ensaios foi o
cessamento da producfio de metano ap6s as trocas das tampas de borracha de butila e
da 2° alimentacdo (procedimentos necessarios ao primeiro ensaio devido ao
vazamento de gis apresentado pelas tampas de borracha de butila), para o ensaio 1;
para os ensaios 2 € 3 o término ocorreu apds ter sido alcangado o objetivo proposto

nesses ensaios.

Nos ensaios de enriquecimento, os frascos reatores foram preparados em
duplicata, as temperaturas de incubagfio foram mantidas na faixa de 55+2°C e agitacio
de 175 rpm. Os ensaios receberam monitoramento em relagéo a produciio de metano
e degradacdo de PCP, sendo as analises cromatograficas de metano feitas diariamente
numa freqiiéncia de duas vezes ao dia e as analises cromatograficas do PCP foram
feitas no final de cada ensaio. Exames microscopicos foram realizados somente para o
terceiro ensaio, pois, dentro do propdsito de cada ensaio, os ensaios 1 e 2 foram

realizados apenas para a verificacdo do potencial de degradacéio do lodo.

4.3.3.1 - Procedimentos de isolamento e identificacido das culturas de bactérias
metanogénicas e nio metanogénicas

O ensaio para o isolamento das culturas bacterianas foi realizado incubando-se

tubos Bellco® em uma estufa bacteriologica, sem agitagfio, a temperatura de 55+2°C.
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O procedimento adotado para a obtengdo de culturas de bactérias metanogénicas €
ndo metanogénicas, a partir dos ensaios de enriquecimento, foi o da diluigdo decimal
seriada. O meio mineral usado foi o de Zinder, em volumes de 9 ml, acrescidos das
solugdes complementares de bicarbonato de sodio a 10%, vitaminas, fontes de
carbono (4cidos acético/propidnico e butirico), solucéo redutora e solucdo de extrato
de levedura a 2%, retiradas das solu¢Oes-estoque (Tabela 12). As inoculagées foram
feitas apés a completa reducdo do meio de cultura, indicada pela mudanca de
coloracdo da solugdo de resarzurina, de rosa para incolor. Os iné6culos (1% v/v),

usados nesse ensaio de isolamento foram provenientes do terceiro ensaio de

T ———
— ——— e

enriquecimento, a partir de frascos que apresentavam melhor porcentagem de

producio de metano e turbidez visual acentuada do tubos Bellco®. As inoculagdes
eram feitas em duplicatas. Seringas de insulina estéreis foram utilizadas para as
adi¢des de solugdes e mdculos ao meio de cultura. A homogeneizagéo dos tubos

Bellco® era feita manualmente numa freqii€ncia de duas vezes ao dia.

Foram feitas duas baterias de tubos, uma contendo acidos orgénicos volateis
(AOV) acrescido das outras solucdes-estoque, tubos controles, e outra bateria
contendo 4cidos orginicos volateis com solucGes-estoque e solucdo de

pentaclorofenol (PCP).

Antes de ser feito o primeiro sub-cultivo das duas baterias de tubos, a faixa
das diluicies era de 10" a 107. Através dos resultados de crescimento das culturas
bacterianas pelas técnicas de microscopia e cromatografia gasosa, observou-se que as
mais baixas diluicdes, cujos resultados foram positivos, ou seja, apresentaram turbidez
visual no meio de cultura, foram subcultivadas em um novo meio numa faixa de
diluigiio de 10" a 10, A partir desse primeiro sub-cultivo, outros subsequentes foram
realizados, até serem obtidas as culturas bacterianas desejadas que estariam

relacionadas de algum modo com o processo de degradacéio do PCP.
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4.4 - Procedimentos para as anilises cromatograficas

4.4.1 - Metodologia para avaliacio dos gases produzidos

Os gases formados através do metabolismo bacteriano foram analisados por
cromatografia a gas. Amostras de gis eram retiradas rotineiramente. Utilizando-se
uma seringa especial, com trava da Hamilton Gastight, eram retirados 5 mL de
amostra da atmosfera dos frascos ou tubos Bellco®. Agulhas estéreis, previamente
autoclavadas, eram usadas para que houvesse total assepsia. Para cada frasco ou tubo
era feita a troca de agulha. As tampas dos frascos eram embebidas em &lcool e

flambadas antes da retirada das amostras de gés.

A producdo de metano foi expressa em mmoles/L. Para expressi-lo dessa
maneira, foi necessério preparar uma curva de calibragio através do uso de um padrio
de metano 9711%, e diferentes volumes foram injetados no cromatégrafo. Tragou-se
a curva de calibragdo utilizando-se os pontos da 4rea medida pelo cromatdgrafo e o
volume injetado expresso em mmoles. Foram feitas correcdes para a CNTP. A curva

de calibracio € apresentada no Anexo 2.

Nas analises por cromatografia gasosa foi utilizada, como fase movel, uma
solugdo de 4cido sulfiirico 6,5 mM, preparada com agua MiliQ e filtrada em sistema
Millipore com filtro de 0,22 pm de porosidade, para retirada de bolhas.

No presente trabalho, a produ¢do de metano ao longo dos ensaios permitiu
calcular a atividade metanogénica (AM) e a atividade metanogénica especifica
(AME). Através da equacfio da curva de calibracio de metano foram obtidos valores
de metano em umoles contidos em 0,5 mL de amostra coletada nos frascos. Para o
calculo da AM e AME foi necessério a obtencio de valores de produgio de metano
em mmoles/L. A seguir, apresenta-se o roteiro usado para se chegar a esses valores

segundo ARAUJO (1995).

(1) Acumulam-se os valores de metano (em mmoles/L) da seguinte forma:
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- No tempo 0, a concentracdo de metano sera aquela obtida no “headspace” do frasco

nesse tempo.

- No tempo 1, a concentragfio de metano serd aquela obtida no “headspace” do frasco
nesse tempo, mais a concentragiio de metano que foi “jogada fora no tempo anterior
(zero)”, ou seja, é a concentragdo de metano amostrada no tempo zero (no volume de

0,5 mL).

- No tempo 2, a concentragio de metano serd aquela obtida no headspace do frasco,
nesse tempo; mais a concentracdo de metano amostrada no tempo zero, € mais a

concentracdio de metano no tempo 1. E, assim sucessivamente até o ultimo tempo.

(2) Plotam-se os valores de produgfio de metano em fungéo do tempo, num
grafico; faz-se a escolha dos pontos (no minimo quatro) que correspondem a fase de
maior produgio de metano (reta com maior inclinagdo), através de uma regressdo
linear simples acha-se o coeficiente angular dessa reta. Este coeficiente angular
representa a AM; se dividirmos este valor pela concentragéio de biomassa (gramas de

SSV/L de um determinado frasco, por exemplo), obter-se-a a AME.

4.4.2 - Anilises cromatograficas para a avaliagio do potencial de degradacio do
composto pentaclorofenol

A degradaciio do composto pentaclorofenol pela atividade bacteriana e o
surgimento de possiveis intermedidrios desse processo de degradago, foi constatada
através da cromatografia gasosa. Através desse tipo de teste foi possivel constatar se
houve ou nfo degradagdo, em que porcentagem e quais os possiveis compostos

intermediarios produzidos.

A andlise cromatogrifica para o organoclorado era realizada no final do
periodo de incubagdio de cada ensaio, para os ensaios de enriquecimento. Para o
ensaio de isolamento, a andlise cromatogréfica era feita sempre antes de se fazer o

sub-cultivo dos tubos Bellco®.



MATERIAIS E METODOS 63

As andlises eram realizadas com 6 mL de amostra retirada dos frascos de
enriquecimento. Para os tubos Bellco® era possivel a retirada de uma pequena
quantidade de amostra de cada tubo, visto que o volume total em cada tubo era de 10
mlL, e também havia a necessidade de retirada de amostras para anilises
microscopicas rotineiras das diluicdes. Variando de acordo com a disponibilidade de
cada tubo, retirava-se de 3 a 4 mL de amostra para esse tfpo de teste. Essas amostras
eram posteriormente submetidas 4 metodologia especifica desenvolvida por
DAMIANOVIC (1997) no Laboratério de Processos Anaerébios do Departamento
de Hidraulica e Saneamento da Escola de Engenharia de Sdo Carlos - USP.

As curvas de calibracdo para o PCP, TCP e DCP foram preparadas e sio

mostradas no Anexo 2. Um cromatograma tipico também é mostrado no Anexo 2.

A seguir sera descrita a metodologia para a determinacio quantitativa de

clorofendis por cromatografia gasosa:

1 - Obtencéo da amostra:

Tomou-se 5ml. do sobrenadante do reator. Amostras com elevadas

concentracdes de solidos eram centrifugadas.

2 - Correcéo do pH:

O pH das amostras era ajustado para 2 com a adi¢go de acido sulfirico.

3 - Extracdo do PCP:

Adicionou-se-se a4 amostra 5 mL de hexano por 3 vezes, agitando por 1 min.
para cada adi¢cdo. As 3 aliquotas foram adicionadas e evaporadas até o volume inicial

da amostra (5SmL). Esta evaporac3o era feita na capela & temperatura ambiente.
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4 - Derivatizacio da amostra:

A amostra foi derivatizada pela adi¢iio de 1mL de diazometano, cuja funcéo €
promover a esterificagdo dos clorofendis, facilitando sua separago e detengfo.
Aguardou-se até que o volume da amostra retornasse a ImL. A evaporacéo foi feita

na capela, & temperatura ambiente.

5 - Injecao da amostra:
Injetou-se 1 mL da amostra na fase orgénica derivatizada.

Para determinacfo exclusiva do PCP, a temperatura inicial foi de 220°C e a

final de 250°C com rampa de 5°C/min.

Para a determinacfio qualitativa do PCP e metaboélitos a temperatura inicial foi

de 80°C e a temperatura final de 220°C com rampa de 3°C/min.

4.5 - Procedimentos para as analises microscopicas

No inicio do trabalho, foram feitos exames microscépicos do lodo bruto recém
coletado da Usina Sio Martinho. O lodo granulado anaerdébio foi coletado do
biodigestor através de uma torneira que ficava no fundo do mesmo, para a coleta foi
usado um recipiente plastico de 500 mL. No dia seguinte a.coleta do lodo, no
Laboratorio de Processos Anaerdbios do Departah:lento de Hidréulica e Saneamento
da Escola de Engenharia de Sdo Carlos - USP, usando os procedimentos de
preparacio da amostra , fez-se a preparacdo da amostra para observagdo ao
microscépio. Utilizando uma proveta de 100 mL foram vertidos 30 mL de amostra
de lodo e completou-se o restante com agua destilada. Feita a homogeneizacio,
esperou-se até que o lodo decantasse e, apds a decantagdo o sobrenadante foi
desprezado. Com o auxilio de uma pipeta de 10 mL invertida, era coletada uma

aliquota de 5 mL de amostra de lodo. Dessa aliquota uma pequena porgéo era
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colocada entre ldmina e laminula e observada sob microscopia 6ptica de luz comum,

por contraste de fase e por fluorescéncia.

As amostras de lodo dos trés primeiros ensaios (enriquecimento) eram
coletadas diretamente dos frascos com seringas de insulina e agulhas estéreis de maior
calibre (40x12) e analisadas da mesma maneira como observado para o lodo bruto. A
quantidade de amostras retiradas eram aleatorias, visto que as observagdes
microscopicas eram feitas sempre no final do tempo de incubacfio de cada ensaio.
Microscopia de varredura de alta resolugdo ndo foi realizada para as amostras dos

ensaios de enriquecimento.

Para os ensaios de isolamento a quantidade de amostra a ser analisada era de
0,5 mL retiradas diretamente dos tubos com seringas de insulina e agulhas grossas
estéreis previamente lavadas com nitrogénio gasoso. Uma gota da amostra era
colocada diretamente entre limina e laminula e as amostras de cada tubo eram
observadas através de microscopia de luz comum, contraste de fase e fluorescéncia. A
microscopia de varredura foi realizada para essas amostras, seguindo técnicas
desenvolvidas por ARAUJO ef al (1998), no Laboratério de Processos anaerdbios da
Escola de Engenharia de Sdo Carlos - USP. Esse tipo de microscopia € realizada no
Instituto de Fisica da Escola de Engenharia de S&o Carlos (USP), microscépio da
marca Zeiss DSM-960.

Para que a amostra de lodo pudesse ser observada com maior precisdo através
da microscopia de luz comum, contraste de fase e fluorescéncia, isto €, para que as
bactérias pudessem ser analisadas imobilizadas, foi utilizada uma técnica de
preparacdo de ldminas em que uma solugdo 2% de 4gar ligiiefeito era disposto na
superficie da ldmina com o auxilio de uma pipeta de 5 mL, € quando esse 4gar se
solidificasse, a amostra de lodo era entfo colocada nessa superficie gelatinosa e
coberta com uma laminula. Essa técnica, descrita pela DSM (1991), possibilitava que
o excesso de d4gua da amostra fosse absorvida pelo agar, otimizando a qualidade da
observacio e foi usada tanto para os ensaios de enriquecimento como para os de

isolamento.
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A microscopia de fluorescéncia foi bastante 1til na indicacdo de bactérias
metanogénicas, pois essas células em boas condi¢des de crescimento fluorescem com
cor azul esverdeada devido a presenca nesses tipos celulares de coenzimas especificas
a Fuz0 € Fss0, que fluorescem a certos comprimentos de onda de 420 e 350 nm. As
analises sob esse tipo de microscopia eram feitas rapidamente, colocando-se a amostra
de lodo diretamente sobre a ldmina e cobrindo com laminula (DODDEMA &

VOGELS, 1978).

Foram realizadas fotomicrografias eletrénicas das amostras sob microscopia
de luz comum, contraste de fase, fluorescéncia (1°, 2°, 3° € 4° ensaios) e varredura de

alta resolucéo (4° ensaio).

Foram feitas coloragdes de Gram com as amostras do quarto ensaio. As
laminas coradas, foram observadas sob microscopia de luz comum. Tanto a
microscopia de varredura quanto a coloracdo de Gram, que sdo testes
complementares nesse trabalho, serviram para se obter dados mais precisos a respeito

dos tipos morfologicos que puderam ser encontrados no ensaio de isolamento.

As observagbes microscopicas com luz comum, contraste de fase,
fluorescéncia foram feitas usando-se um microscopio da marca Olympus BHT2 e
realizadas no Laboratério de Microbiologia da Escola de Engenharia de Séo Carlos
no Departamento de Hidraulica e Saneamento-USP. Essas andlises microscdpicas
foram feitas com o seguinte aumento: ocular 10, objetiva 100 e zoom de 1,25, € no

caso da microscopia de fluorescéncia usou-se luz ultravioleta.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Caracteristicas do lodo granulado

O lodo oriundo do reator anaerébio de manta de lodo e fluxo ascendente,
UASB, operado sob condi¢des termofilicas com a vinhaca do processo de destilagdo
para producéo de etanol (gerado pela fermentacdo do acgiicar de cana), apresentou
concentracdes iniciais de sélidos suspensos volateis (SSV) da ordem de 23 g/L. O
lodo termofilo era granulado, sendo que os grinulos eram inferiores a 1 mm em
tamanho. Cabe salientar que o lodo foi coletado durante o periodo de entre-safra da
producéo de alcool da regidio de Ribeirdo Preto, Estado de Sio Paulo, e o biorreator
recebia alimentacdo (vinhaga) com baixa concentracdio de matéria orgénica, segundo

a i St o]
comunicacdo pessoal na Usina .

A Figura 6 mostra os tipos morfologicos presentes durante os exames
microscépicos do lodo terméfilo apés a coleta no biorreator. Os tipos morfolégicos
presentes no lodo foram bacilos de diversos tamanhos. N#o foram verificadas
morfologias bacterianas de sarcinas ou mesmo bacilos fluorescentes em quantidade, o
que poderia ser relacionado a uma baixa atividade metanogénica do lodo. Segundo
comunicagio pessoal da Usina', o biorreator industrial estava ainda em fase de
formacdo de lodo biolégico, apesar do contetido adequado de SSV de 23 g/L. O
biorreator que trata vinhaca operava com cargas organicas inferiores, e alimentacio
estocada’ , como é usual nos periodos de entressafra. A amostra de lodo obtida foi,

entéo, diretamente submetida ao enriquecimento com PCP.

!Comunicagiio pessoal do Engenheiro Marcos Eduardo de Souza, Usina S3o Martinho
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FIGURA 6 - Fotomicrografia da amostra do lodo anaerébio termdfilo coletado diretamente do
biorreator. Pode-se observar células em formatos de bacilos (setas brancas) e cocos dispersos. Exame
microscépico sob contraste de fase (objetiva 100, ocular 10 e zoom 1,25)

Em 1995, VAZOLLER observou no periodo de entressafra agricola, que o
lodo granulado de um biorreator UASB piloto de 75m’, da mesma Usina, operado
sob condi¢cSes proximas ao do biorreator em escala industrial, e com contetido de
SSV da ordem de 20g/L, apresentava granulos de aproximadamente 2 a 3 mm e
presenca significativa de sarcinas e bacilos fluorescentes, indicacdo indireta de
atividade metanogénica do lodo, bem como bacilos ndo fluorescentes de diferentes
tamanhos. Comparados os resultados do exame microscopico de ambos os lodos,
obtidos nos dois sistemas, piloto e industrial, em periodos de entressafra, observa-se

que a microbiota do sistema em escala industrial foi bastante diferente.

Nos trabalhos citados, apenas o de WU et al. (1993) referiu-se a morfologias
celulares presentes no lodo granulado ja adaptado ao PCP, e que constituia o indculo
de sistemas UASB para degradacio de PCP, salientando os tipos metanogénicos
filamentosos (Methanothrix sp), bacilos (Methanobacterium sp) e sarcinas
(Methanosarcina sp). O lodo terméfilo estudado nesse trabalho nfo indicou
inicialmente uma morfologia metanogénica predominante, mas observando-se a
Figura 6, as formas refringentes poderiam ser sarcinas; porém, néo houve confirmagéo

de fluorescéncia emitida no exame das células, sob luz ultra-violeta.
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5.2 - Enriquecimento das culturas bacterianas em substratos orginicos

5.2.1 - Etapa de enriquecimento

Dentro dos objetivos do trabalho, realizou-se ao longo de todo o trabalho
experimental quatro ensaios, trés ensaios de enriquecimento, nos quais foram testados
diversos substratos orgénicos e suas concomitantes potencialidades como doadores de
elétrons para a desalogenacdio do composto organoclorado, € um ensaio de
isolamento, o qual foi realizado empregando-se os substratos que apresentaram um

melhor resultado na porcentagem de remogéo do PCP nos ensaios de enriquecimento.

Os ensaios de enriquecimento das culturas bacterianas foram realizados com a
finalidade de se avaliar o potencial do lodo anaerdbio termofilo na degradagdio do
composto PCP. A fim de facilitar a apresentacdo dos resultados obtidos nessa etapa
do trabalho, observa-se na Tabela 14, resumidamente, as condigdes empregadas nos

ensaios de enriquecimento 1,2 e 3.

Os procedimentos adotados nos trés ensaios para o enriquecimento do lodo
em PCP foram semelhantes em relagdo & temperatura de incubagfo, agitacdio e
manutencdo de anaerobiose. Muito embora os lodos tenham sido submetidos a apenas
uma alimentac@o, nas condi¢des indicadas na Tabela 14 para cada ensaio, considerou-
se o cultivo como enriquecimento bacteriano de “primeira geracfio” em meio
especifico. HOLLIGER et al. (1988) sugeriram essa denominacio para
enriquecimentos iniciais de lodos anaerébios (sedimentos naturais e grinulos de
biodigestores) em clorobenzenos, sob condi¢des proximas as empregadas nos
trabalhos experimentais dessa Dissertagio. N&o foram verificados distiurbios nos
sistemas de reagfio durante os ensaios, tais como alteracdo da coloragfio do indicador

de potencial de oxi-redugdo (resarzurina) e variagdes de temperatura e agitacio.
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TABELA 14 - Condi¢des dos ensaios de enriquecimento

Ensaio Substratos testados Reatores Duracio do Tempo de estoque do in6éculo
s Ensaio(dias) sob refrigeracdo(dias)
acidos organicos volateis RAOVI/RAOV2 18 19
(AOV)
1 acidos organicos volateis RAOVP3/RAOVP4 18 19
(AOV) + PCP'
glicose RG5/RG6 18 19
glicose+PCP RGP7/RGPS8 18 19
PCP RP9/RP10 18 19
acidos orgnicos volateis RAOVP1I/RAOVP2 7 62
(AOV) + PCP
2 acidos orgénicos volateis RAOV3/RAOV4 7 62
(AOV)
PCP RP5/RP6 7 62
acidos orgénicos volateis RAOVPI/RAOVP2 19 99
(AOV) + PCP
3 acidos orgénicos volateis RAOV3 19 99
(AOV)
acidos organicos volateis RAOVSO,”4 19 99
(AQV) + sulfato

'PCP - pentaclorofenol; temperatura: 55+2°C e 175 rpm de agitagéo

O in6culo para cada ensaio foi proveniente de estoques de lodos armazenados
sob refrigeracio, a 7°C, como mostrado na Tabela 14. A manutencdo do lodo
anaer6bio termoéfilo sob refrigeragdo nfio afetou a resposta da atividade celular nos
trés ensaios de enriquecimento, em relagdo a produgfo inicial de metano. Como pode
ser observado nas Figuras 7 e 8 (réplicas), as quais mostram a produgdo do gas
metano nos sistemas de reacdo contendo apenas AOV (fontes orgénicas usuais para o
desenvolvimento do lodo em estudo). A producdio de metano nessas condi¢Ses inicia-

se em tempos de incubaco inferiores a 25h.

Dessa maneira, a producfo iniciava sem que houvesse uma fase de adaptagio
anterior. Comparando-se os resultados com aqueles obtidos por LARIZATTI (1997),
que estudou o comportamento de um lodo mesofilico (35°C) na degradagdo do PCP
(aproximadamente 5 mg PCP/g SSV), utilizando-se os mesmos substratos orgénicos
do presente trabalho, verifica-se que o lodo termofilo nfio necessitou de tempos de
incubagdo tio longos como o lodo meséfilo (20 dias) para iniciar a producdo de

metano. No entanto, a quantidade de PCP estudada sob condigdes mesofilicas foi
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superior & estudada nessa Dissertacdo, o que poderia justificar os longos tempos
necessarios para a resposta do lodo, mesmo que previamente adaptado a
concentracdes de PCP de 10 mg/L, como indicado no trabalho de LARIZZATTI
(1997). Além disso, o lodo meséfilo era floculento, diferente do consorcio granulado
termofilo estudado, o que em geral, favorece as intera¢des microbianas anaerébias na

degradacéo de um determinado composto.

De acordo com revisio de VAZOLLER (1994) e considerando genérica a
comparacdo dos trabalhos com PCP acima referidos, a distingdo das espécies
mesoéfilas e termoéfilas reside, entre outros fatores, nas diferentes velocidades de
crescimento que apresentam frente a0 mesmo substrato. Os terméfilos metanogénicos
podem crescer duas a quatro vezes mais rapidamente que os seus homdlogos
mesoéfilos. O lodo termofilo estudado nfo necessitou de tempos de resposta longos,

na presenca de 2,5 mg PCP/L.

BANERII ¢ BAJPAI (1994) reforcaram em seus estudos a importincia do uso
de uma cultura mista aclimatada na degrada¢iio do PCP e concluiram que a remocéo
do PCP foi vagarosa em sistemas com uma concentracéo inicial de PCP maior do que
os valores ao qual o lodo foi adaptado. Por outro lado, uma rapida remogio do PCP
ocorreu quando a concentracdo inicial aplicada foi menor do que os valores usados
para a adaptacio do lodo. O in6culo usado no presente trabalho foi um lodo
anaerdbio (consdrcio misto) proveniente de um reator UASB operando com vinhaca,
portanto sem prévia exposi¢do ao PCP. Embora nfio houvesse prévia adaptacio do
lodo a0 PCP, houve uma eficiente porcentagem de remogio do composto, chegando

em algumas situa¢Ges a aproximadamente 100%, como sera visto adiante.

Alguns trabalhos realizados sobre consércios microbianos anaerdbios e sua
aco na degradacdio de PCP, particularmente de lodos granulados oriundos de
biorreatores do tipo UASB (HENDRIKSEN et al., 1992; NICHOLSON et al., 1992;
MOHN & KENNEDY, 1992; WU et al., 1993), mostraram que na presenca de fontes
orgénicas, tais como AOV e glicose, as bactérias anaerdbias foram hébeis em
desalogenar o PCP. As células bacterianas eram adaptadas ou n#o previamente ao

composto halogenado sob temperatura mes6fila ou termoéfila. Os resultados de
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LARSEN et al. (1991), a temperatura de 50°C revelaram atividade degradadora de
PCP por lodos anaerdbios de sedimentos naturais e de esgotos. Na presente

Disserta¢io, o lodo estudado foi considerado nfio adaptado.

Os ensaios de enriquecimento foram monitorados em relagdo a produgio de

metano e remocdo de PCP.

As Tabelas de 15a220;23a27¢e30a32,easFigurasde 7a12;13a17¢ 18
a 20 referem-se aos valores de produgdo de metano obtidos pela atividade das
culturas anaerébias nos trés ensaios de enriquecimento. Os valores abaixo de cada
Figura indicam as atividades metanogénica (AM) e metanogénica especifica (AME)
calculadas para os lodos terméfilos nas diferentes condicSes. Os valores empregados
para os célculos de AM para cada ensaio de enriquecimento, mmoles de metano/L, e
o respectivo tempo estdo indicados nas Tabelas de 15 a 20; 23 a 27 € 30 a 32, e os
valores de AME foram obtidos utilizando-se o conteido de SSV (g/L) em cada
sistema de reacfio (2,3 g/L). Abaixo das Figuras encontram-se os valores esperados
(tedricos) de metano, segundo as fontes adicionadas em cada ensaio. A forma de
célculo em relacdio a quantidade tedrica de metano a ser produzida estd indicada no
Anexo 1. Os valores teéricos de metano obtidos para cada condi¢do nos ensaios
quando comparados com os valores maximos de metano produzido em cada condig&o
esclarece que os valores se aproximaram visto que as porcentagens de conversdo nos
ensaios em relagfio aos valores tedricos calculados, foram: 60% na presenca de 4cidos
orgénicos volateis, 51% na presenca de acidos orgénicos volateis € PCP, 36% na
presenca de etanol e 73% na presenca de sulfato. Nas andlises de AME em testes de

batelada esses valores representam um bom resultado.

As Tabelas de 15 a 20 e Figuras de 7 a 12, referem-se aos resultados obtidos
ao longo do ensaio 1, em relagdio a produgdo de metano. O Anexo 3 mostra as
respectivas Tabelas contendo os célculos feitos para transformar a 4rea de metano
obtida pelo cromatografo em mmoles/L. Salienta-se que a AM € a AME para 0 ensaio
1 foram calculadas no periodo anterior 4 troca de batoques de borracha de butila e
lacres de aluminio e da tinica realimentacéo feita, onde foi mantido os mesmos valores

de concentracdo de cada fonte orgénica, como referido no capitulo de Materiais e
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Métodos (item 4.3.2). A AM e AME foram calculadas no periodo anterior a troca de
batoques de borracha de butila devido aos problemas ocorridos com o primeiro ensaio
em relacdo a producdo de metano. Esse ensaio teve que ser paralisado, pois estava
ocorrendo um vazamento de gas através das tampas. Dessa maneira, existiram duas
fases ao longo do primeiro ensaio, uma fase antes da troca das tampas (201 horas) e
outra apds a troca das tampas (210 horas). Na tentativa de se sanar o problema com a
troca das tampas, acabou-se por provocar uma paralisacdo na producio de metano
em alguns frascos. Posteriormente, tentou-se fazer a realimentacdo de todos os
frascos na intenc@o de “reanimar” novamente as culturas. Os resultados obtidos n3o
foram satisfatorios, pois mais frascos acabaram tendo sua producio de metano
interrompida. No entanto, essas medidas se fizeram necessdrias, e apds a verificacgo
de que seus resultados ndo foram satisfatérios, paralisou-se o primeiro ensaio, sendo
esse tempo desconsiderado (210 horas) como fazendo parte do tempo de incubacéio

do primeiro ensaio.

TABELA 15 - Valores de metano obtidos durante o Ensaio 1 - RAOV1, primeiras 200 h de
incubagdo, a 55+2°C '

Tempo Cilculo final

(h) (mmoles/Lc)
0 0
10 1,955
37 4,722
65 7,641
84 8,757
91,5 9,596
108 10,180
115,5 10,495
159 9,429
179 6,538
188,5 7,299

201 6,522
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FIGURA 7 - Representaggio grifica da curva de produgdo de metano (mmoles/L) - Ensaio 1

Intervalo de pontos escolhidos (tempo): 10-108h com excecéio do ponto 84h
Equaciio da reta que representa a AM: CH,= 0,0861x + 1,4552 ¥ =0,9816

Valor de AM: 0,0861 mmoles CH,/L.h

Valor de AME, considerando o valor de SSV = 2,3 g/L utilizado no ensaio: 0,0412
mmoles de CH,/g SSV.h

Valor méximo de metano produzido no sistema: 10,495 mmoles CH,/L

Valores teoricos de metano, se todas as fontes organicas (AOV) fossem diretamente
transformadas em metano: AOV = 17,5 mmoles/L

TABELA 16 - Valores de metano obtidos durante o Ensaio 1 - RAOV2, primeiras 200 h de

incubagdo, a 55+2°C
Tempo Cilculo final
(h) {(mmoles/Lc)
0 0

10 1,955

7 3,541

84 4,558

91,5 5,269

108 5,750

115:5 6,741

159 6,315

179 4,644

188,5 4,310

201 3,089
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FIGURA 8 - Representagfo grafica da curva de producgfio de metano (mmoles/L) - Ensaio 1

Intervalo de pontos escolhidos (tempo): 10 a 108h
Equacio da reta que representa a AM: CH, = 0,0374x + 1,8259 r* = 0,9796

Valor de AM: 0,0374 mmoles CH,/L.h

Valor de AME, considerando o valor de SSV = 2,3 g/L utilizado no ensaio: 0,0162

mmoles de CH,/g SSV.h

Valor miximo de metano produzido no sistema: 6,741 mmoles CH,/L
Valores tedricos de metano, se todas as fontes orginicas (AOQV) fossem diretamente
transformadas em metano: AQOV = 17,5 mmoles/L

TABELA 17 - Valores de metano obtidos durante o Ensaio 1 - RAOVP3, primeiras 200 h de

incubagio, a 55+2°C

Tempo Calculo final
(h) (mmoles/Lc)
0 0
10 0,617
37 1,028
43,5 1,121
65 2,120
84 3,477
91,5 4,113
115,5 7,493
159 13,252
179 11,633
188,5 10,912
201 7,558




RESULTADOS E DISCUSSAO

76

Q 14 RAOVP3
3 1371
g 121 /\ \\
5 ]1 4
ol / LY
g 9 \
8 -+ \\
7 i
6 ki
5 = i
4+ A
3 oF o
2+ /
T+ —
0 ! + t t t t T t {
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225
Tempo (horas)

FIGURA 9 - Representagio grafica da curva de producio de metano (mmoles/L) - Ensaio 1

Intervalo de pontos escolhidos (tempo): 84 a 15%9h
Equacio da reta que representa a AM: CH,= 0,1323x - 7,8054 r* = 0,9989

Valor de AM: 0,1323 mmoles CH./L.h

Valor de AME, considerando o valor de SSV =2,3 g/L utilizado no ensaio: 0,05752

mmoles de CH,/g SSV.h

Valor méximo de metano produzido no sistema: 13,252 mmoles CH./L
Valores teoricos de metano, se todas as fontes organicas (AOV+etanol) fossem
diretamente transformadas em metano: AOV+etanol =26 mmoles/L

TABELA 18 - Valores de metano obtidos durante o Ensaio 1 - RAOVP4, primeiras 200 h de

incubagdo, a 55+2°C

Tempo Cilculo final
(h) (mmoles/Lc)
0 0

10 0,679
37 3,887
65 10,443
84 13,079
91,5 14,216
115,5 14,042
179 16,003
188.5 14,046
201 10,686
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FIGURA 10 - Representacio grafica da curva de producfo de metano (mmoles/L) - Ensaio 1

Intervalo de pontos escolhidos (tempo): 10-115,5 com exce¢éio dos pontos 37h e 91,5h
Equacio da reta que representa a AM: CH, = 0,1329x + 0,4438 r* = 0,9262

Valor de AM: 0,1329 mmoles CH./L.h

Valor de AME, considerando o valor de SSV = 2,3 g/L utilizado no ensaio: 0,0577
mmoles de CH,/g SSV.h

Valor miximo de metano produzido no sistema: 16,003 mmoles CH,/L

Valores tedricos de metano, se todas as fontes organicas (AOQV+etanol) fossem
diretamente transformadas em metano: AOV+etanol = 26 mmoles/L

TABELA 19 - Valores de metano obtidos durante o Ensaio 1 - RP9, primeiras 200 h de
incubago, a 55+2°C

Tempo Calculo final
(h) (mmoles/Lc)
0 0

10 0,392
37 0,890
43,5 1,275
84 2.404
108 2,989
137 3,064
179 2,852
188.,5 2,787

201 2,080
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FIGURA 11 - Representacio grafica da curva de produgdo de metano (mmoles/L) - Ensaio 1

Intervalo de pontos escolhidos (tempo): 10 a 108h

Equacio da reta que representa a AM: CH,= 0,0267x + 0,1251 r’ =0,9995

Valor de AM: 0,0267 mmoles CH,/L.h

Valor de AME, considerando o valor de SSV = 2,3 g/L utilizado no ensaio: 0,0116
mmoles de CH,/g SSV.h

Valor maximo de metano produzido no sistema: 3,064 mmoles CHL/L

Valores tedricos de metano, se todas as fontes organicas (etanol) fossem diretamente
transformadas em metano: etanol = 8,5 mmoles/L

TABELA 20 - Valores de metano obtidos durante o Ensaio 1 - RP10, primeiras 200 h de
incubagio, a 55+2°C

Tempo Cilculo final
(h) (mmoles/Lc)
0 0
10 0,319
37 0,821
43,5 1,140
91,5 3,776
137 4,347
179 4,712
188,5 4,530

201 3,944
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FIGURA 12 - Representacio grafica da curva de producio de metano (mmoles/L) - Ensaio 1

Intervalo de pontos escolhidos (tempo): 10 a 91,5h

Equaciio da reta que representa a AM: CH,= 0,0408x - 0,1712 r* = 0,9663

Valor de AM: 0,0408 mmoles CH,/L.h

Valor de AME, considerando o valor de SSV = 2,3 g/L utilizado no ensaio: 0,0177
mmoles de CH./g SSV.h

Valor miximo de metano produzido no sistema: 4,712 mmoles CH,/L

Valores tedricos de metano, se todas as fontes orginicas (etanol) fossem diretamente
transformadas em metano: etanol = 8,5 mmoles/L

A Tabela 21 mostra os valores de AME calculados para o Ensaio 1.

TABELA 21 - Valores de AME para o Ensaio 1

Condicdes Valor de AME (mmoles de CH,/g SSV.h)
RAOV 1 0,0412
2 0,0162
RAOVP 3 0,05752
4 0,05778
RP 9 0,0116
10 0,0177

RAOQYV - reator contendo 4cidos organicos volateis; RAOVP - reator contendo cidos organicos
volateis e pentaclorofenol; RP - reator contendo pentaclorofenol; AME - atividade

metanogénica especifica.

A Tabela 22 mostra os valores calculados de remocsio de PCP durante o
ensaio 1. Os intermediarios da degradacio do PCP foram indicados como TCP e

DCP.
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TABELA 22 - Remocio de pentaclorofenol durante o primeiro ensaio de enriquecimento

Condicdes Tempo de PCP % de remocdo de  Intermedidrios
incubacdo remanescente - PCP - da degradacio
(dias) reator e sua reator e sua réplica - reator e sua
réplica (mg/L) (mg/L) réplica (mg/L)
AOV+PCP 18 (-/ND) (NC /NC) TCP
AOV+PCP 18 (- / ND) (NC / NC) TCP
glicose+PCP 18 (0,51/0,61) (79 /75) FCP
glicose+PCP 18 (0,52/0,43) (79 / 82) TCP/DCP
PCP 18 (0,53 /0,63) (78 /1 74) TCP/DCP
PCP 18 (ND /ND) (NC/NC) TCP

AOV - 4cidos organicos volateis; PCP - pentaclorofenol; TCP - triclorofenol; DCP - diclorofenol
(ND) PCP nio detectado; (-) PCP trago; (NC) n#o calculado devido as baixas concentragdes de
PCP encontradas. Concentragdes inicial de PCP de 2,5 mg/L

O primeiro ensaio de enriquecimento foi baseado em trés orientacGes a saber:
(a) a literatura (HENDRIKSEN et al., 1992 ¢ WU et al., 1993), em que os autores
avaliaram o efeito do pentaclorofenol em lodos granulados mesé6filos; HENDRIKSEN
et al. (1992), estudaram o efeito da glicose (0,9 g/L) em lodos ndo adaptados
previamente no composto a ser degradado, PCP (3 a 4,5 mg/L), e também na
presenca de fenol; os resultados de HENDRIKSEN et al. (1992) confirmaram a
degradaciio eficiente do PCP na presenca de glicose, sem contudo afirmar qual a via
para a ocorréncia da desalogenacdo do PCP; WU et al. (1993) que verificaram que os
lodos adaptados ou nfio em PCP foram capazes de desalogenar de 40 a 60 mg de
PCP/L na presenca de AOV e metanol; (b) trabalho experimental do grupo do LPA,
fundamentalmente o de LARIZZATTI (1997), que verificou a degradacdo de PCP
por lodos anaerdbios mesofilos adaptados, como descrito por WU et al. (1993); (¢ )
considerar os substratos orgénicos presentes na vinhaca como agicares, dlcoois €

AOV.

Considerando os célculos efetuados de atividade metanogénica especifica
(AME), a partir dos valores de metano alcangados em cada condi¢do do Ensaio 1
(Tabela 21), com excegdio do substrato glicose, verifica-se que os maiores valores
foram atingidos na presenca de AOV, etanol € PCP. Os valores calculados nas
réplicas foram proximos, com excecéio de uma das réplicas contendo apenas os AOV
(controle). E provével que a presenca do AOV e do etanol em conjunto possibilitou

uma melhor interacdo dos grupos bacterianos no consorcio estudado em relacdo a
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produgiio de metano. E certo que o PCP na concentragio estudada de 2,5 mg/L ngo
prejudicou a metanogénese, considerados os valores de AME de um dos reatores
controle (0,0412 mmolesCH4/gSSV.h) e a média dos valores de AME para os
reatores contendo PCP, AOV e etanol (0,0577 mmolesCH4/gSSV.h +0,0002), bem
como os valores de AME na presenca de PCP e etanol (0,015 mmolesCH4/gSSV.h
+0,004). Em relacdo a producdo de metano, pode-se fazer uma comparacdo entre os
reatores controle com os reatores que continham PCP, AOV e etanol, mostrando que
os reatores contendo PCP tiveram uma maior producfio de metano, de até 16
mmoles/L (RAOVP4), quando comparados com os controles, os quais tiveram uma
producdio méaxima de metano entre 7 ¢ 10 mmoles/L. A produgdo de metano nos
reatores que continham glicose ¢ PCP foi muito baixa, pois a quantidade méxima de
metano produzida no ultrapassou 0,543 mmoles CH./L durante um periodo de 200
horas de incubagfo. Dessa maneira, esses reatores nZo atingiram valores de metano
esperados passiveis de célculos tedricos. A situacdo dos reatores que continham
somente glicose nfo se diferenciou em relacdio a producfio de metano dos reatores
contendo glicose e PCP, atingindo um valor maximo de producéo de 0,504 mmoles/L.
O Anexo 3 apresenta os valores de metano nos reatores e réplicas contendo PCP e

glicose e somente glicose.

Comparando-se os resultados obtidos entre as réplicas, tem-se que as
porcentagens de remoc3o de PCP nos frascos de reacdo, em todas as condicdes
estudadas, foram bastante semelhantes. Ao final de 18 dias de incubacio foram
observadas quantidades trago' de PCP nos reatores contendo AOV e etanol, € em
média 76% de remocgdo do PCP nos frascos com apenas etanol, sendo que em sua
réplica ocorreu remogdio proxima a 100%, mostrada pelas quantidades trago'
encontradas. Nos frascos contendo PCP e glicose a remociio do composto
halogenado esteve na faixa de 75 a 82%. Foram constatados dois intermediérios da
degradacio do PCP, o diclorofenol (DCP) e o triclorofenol (TCP), como observado
na Tabela 22.

'Quantidades trago consideradas dentro do limite de deteccio das condigdes das anilises
cromatograficas.
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Uma possivel explicacdo para as diferentes porcentagens de remocio
apresentadas pelos reatores contendo somente PCP, nos tempos de incubagdo
estudados, pode estar relacionada com a quantidade inicial de indculo nos sistemas,
uma vez que lodos anaerdbios sdo geralmente granulados, o que pode dificultar a
homogeneizaciio dos mesmos antes da inoculacdo. No enriquecimento em que os
reatores continham PCP e etanol, a degradacdo desse composto, sem a adi¢io de
fontes de carbono (AOV ou glicose), pode ser explicada devido a presenca de
algumas substédncias orgénicas extras diluidas na porgéo liquida do inéculo, ou entéo
pela presenca de etanol. LARSEN et al. (1991), afirmaram a grande importincia
desse 4lcool nas altas taxas de desalogenacdo encontradas durante estudos com 7,5 e

37,5 uM de PCP.

HENDRIKSEN et al.(1992), discutiram o uso da glicose na desalogenacdo do
PCP em reatores UASB. Um reator recebeu glicose (0,9 g/L) como fonte adicional de
carbono, e um reator controle foi usado sem glicose. O reator com glicose tinha uma
concentracio de PCP de 4,5 mg/L e o controle de 3 mg/L.. Ambos os reatores foram
inoculados com lodo granular previamente adaptado a glicose. Depois de 10 meses de
operacdo, o reator contendo glicose apresentou uma porcentagem de remocdo de
PCP de 99% e o controle uma remoc&o entre 32 a 77%. A quantidade de biomassa no
reator com glicose aumentou em 150% em comparacdo com o reator controle, no
qual nfo houve aumento de massa microbiana. Os autores desse trabalho nfo
relacionaram a remogdo de PCP com produgiio de metano, mas mesmo assim
afirmaram que testes com culturas em batelada na presenca de glicose teriam um

efeito estimulatorio na desalogenacdo do PCP.

Apesar dos bons resultados obtidos com o uso da glicose na degradacio do
PCP no primeiro ensaio do presente trabalho, os reatores contendo AOV e aqueles
contendo somente etanol, apresentaram melhores valores de remoc¢do de PCP em
relacdo aqueles reatores que continham glicose, além da producdo de metano que
também foram bem melhores. Dessa maneira, o segundo ensaio no testou mais o uso

da glicose (Tabela 8 - Materiais e Métodos), havendo entdo a preocupacio de se
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verificar o desempenho dos reatores que continham AQV e etanol e somente etanol

na remocdo do PCP.

A segunda alimentacdio e troca das tampas dos frascos reatores
(procedimentos citados no item 4.3.3 do capitulo de Materiais ¢ Métodos) no ensaio
1, ndo resultaram em producio de metano, provavelmente pela quantidade de matéria
orgénica disponivel e também devido a algum distirbio ocorrido nos reatores pois
antes da troca das tampas e da 2° alimentagfo o lodo de alguns reatores estavam com
a cor alterada, isto €, a cor nfo era tipicamente preta e sim marrom. Dessa maneira, o

primeiro ensaio foi paralisado dando-se entdo prosseguimento ao segundo ensaio.

O segundo ensaio teve a duragdio de 7 dias. Dentro desse periodo de
incubacdo, a remogdo do PCP foi bastante satisfatoria, assim como a producdo de
metano. As Figuras de 13 a 17 e Tabelas de 23 a 27 mostram a producfio de metano
durante o segundo ensaio e a Tabela 28 apresenta a remoc¢iio de PCP. No Anexo 3
estdo mostrados os célculos de producdo de metano em mmoles/L, como j4 citado

para o ensaio 1.

TABELA 23 - Valores de metano obtidos durante o Ensaio 2 - RAOVP1, primeiras 125 h de
incubagdo, a 55+2°C

Tempo Cilculo final

(h) (mmoles/Lc)
0 0

14,5 1,334
175 2,216
35,5 6,987
38,5 8,655
62,5 12,502
78,0 12,887

127,5 12,874
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FIGURA 13 - Representacio grafica da curva de produgdo de metano (mmoles/L) - Ensaio 2

Intervalo de pontos escolhidos (tempo): 14,5 a 62,5h, com excegéio do ponto 38,5h
Equacio da reta que representa a AM: CH,= 0,2323x - 1,7915 r* =0,995

Valor de AM: 0,2323 mmoles CH./L.h

Valor de AME, considerando o valor de SSV = 2,3 g/L utilizado no ensaio: 0,101 mmoles
de CH,/g SSV.h

Valor méximo de metano produzido no sistema:12,887 mmoles CHy/L

Valores teoricos de metano, se todas as fontes orgénicas (AOV+etanol) fossem
diretamente transformadas em metano: AOV+etanol = 26 mmoles/L

TABELA 24 - Valores de metano obtidos durante o Ensaio 2 - RAOVP2, primeiras 125 h de
incubacio, a 55+2°C

Tempo Cailculo final
(h) (mmoles/Lc)
0 0

14,5 0,573
17,5 0,821
355 2,147
38,5 2,729
57.5 7,075
62,5 8,518
78,0 11,435
103,5 12,743

127,5 11,032
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FIGURA 14 - Representagio gréfica da curva de produgio de metano (mmoles/L) - Ensaio 2

Intervalo de pontos escolhidos (tempo): 35,5 a 78h

Equacio da reta que representa a AM: CH, = 0,2229x - 5,7424 r* = 0,9973

Valor de AM: 0,2229 mmoles CH,/L.h

Valor de AME, considerando o valor de SSV = 2,3 g/L utilizado no ensaio: 0,0969
mmoles de CH,/g SSV.h

Valor miximo de metano produzido no sistema: 12,743 mmoles CH,/L

Valores tedricos de metano, se todas as fontes orginicas (AOV+etanol) fossem
diretamente transformadas em metano: AOV+etanol = 26 mmoles/L

TABELA 25 - Valores de metano obtidos durante o Ensaio 2 - RAOV4, primeiras 125 h de
incubagio, a 55+2°C

Tempo Cilculo final
(k) (mmoles/Lc)
0 0

14,5 1,200
17,5 1,737
355 3,551
38,5 4,255
57,5 8,280
62,5 8,512
78,0 9,676
103,5 8,004

127.5 7,304
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FIGURA 15 - Representagio grafica da curva de produgio de metano (mmoles/L) - Ensaio 2

Intervalo de pontos escolhidos (tempo): 14,5 a 57,5h

Equaciio da reta que representa a AM: CH,= 0,1573x - 1,3392 r' =0,9619

Valor de AM: 0,1573 mmoles CH,/L.h

Valor de AME, considerando o valor de SSV = 2,3 g/L utilizado no ensaio: 0,0684
mmoles de CH,/g SSV.h

Valor maximo de metano produzido no sistema: 9,676 mmoles CH,/L

Valores teéricos de metano, se todas as fontes orginicas (AOV) fossem diretamente
transformadas em metano: AQOV = 17,5 mmoles/L

TABELA 26 - Valores de metano obtidos durante o Ensaio 2 - RPS, primeiras 125 h de
incubacdo, a 5 5+2°C

Tempo Cilculo final
(h) (mmoles/Lc)
0 0

14,5 0,593
17,5 0,954
33,5 2,961
38,5 3,496
57,5 3,720
62,5 3,621
78,0 3,777
103,5 3,571

127,5 3,315
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FIGURA 16 - Representacio grafica da curva de producfio de metano (mmoles/L) - Ensaio 2

Intervalo de pontos escolhidos (tempo): 14,5 a 38,5h

Equaciio da reta que representa a AM: CH,=0,1176x - 1,1144 r* = 0,9973

Valor de AM: 0,1176 mmoles CH./L.h

Valor de AME, considerando o valor de SSV =2,3 g/L utilizado no ensaio: 0,0511
mmoles de CH,/g SSV.h

Valor miximo de metano produzido no sistema: 3,777 mmoles CH,/L

Valores tedricos de metano, se todas as fontes orginicas (etanol) fossem diretamente
transformadas em metano: etanol = 8,5 mmoles/L.

TABELA 27 - Valores de metano obtidos durante o Ensaio 2 - RP6, primeiras 125 h de

incubacgo, a 55+2°C

Tempo Calculo final
(h) (mmoles/Lc)
0 0

14,5 0,667
17,5 1,048
355 3,298
38,5 3,748
57,5 3,920
62,5 3,583
78,0 3,590
79,5 3,321
103,5 3,113
127.5 2,795
152,0 5,877
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FIGURA 17 - Representacio grafica da curva de producio de metano (mmoles/L) - Ensaio 2

Intervalo de pontos escolhidos (tempo): 14,5 a 38,5h

Equacio da reta que representa a AM: CH,= 0,1271x - 1,1793 r* = 0,9997

Valor de AM: 0,1271 mmoles CH,/L.h _

Valor de AME, considerando o valor de SSV =2,3 g/L utilizado no ensaio: 0,0552
mmoles de CH,/g SSV.h

Valor maximo de metano produzido no sistema: 5,877 mmoles CH,/L

Valores teéricos de metano, se todas as fontes orginicas (etanol) fossem diretamente
transformadas em metano: etanol = 8,5 mmoles/L

TABELA 28 - Remocio de pentaclorofenol durante o segundo ensaio de enriquecimento

Condicdes Tempo de PCP % de remocio de Intermediarios
incubacio remanescente - PCP - da degradacio -
(dias) reator e sua reator e sua réplica reator e sua

réplica (mg/L) (mg/L) réplica (mg/L)
AOV+PCP 7 (1,30/1,10) (48 / 56) TCR
AOV+PCP 7 (1,16 /1,27) (53,6 /49,2) TCP
PCP ¥ (133 F1.27) (46,8 /49,2) TCP
PCP 7 (1,20 /1,03) (52/58.,8) TCP

AOYV - 4acidos orgénicos volateis; PCP - pentaclorofenol; TCP - triclorofenol
Concentragtes inicial de PCP de 2,5 mg/L

Analisando-se a Tabela 28, € possivel indicar que no periodo de 7 dias de
incubacéio cerca de 50% do PCP foi removido na presenca de AOV e etanol, ou
apenas etanol, e, portanto, a remoc¢io do PCP tenha ocorrido em tempos inferiores
aos 18 dias de incubac@o do primeiro ensaio. As réplicas apresentaram valores de

remocdo de PCP bastante semelhantes, reforcando a sua qualidade. A maior
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porcentagem de remocdo de PCP ocorreu nos reatores contendo somente etanol,
chegando a quase 60%. No ensaio 2, o intermediario observado através das analises

cromatograficas foi o TCP.

Estudos realizados com compostos téxicos sugerem que estes tém um efeito
negativo no desenvolvimento de grdnulos de reatores UASB, mas grinulos
anaerdbios podem se desenvolver na presenca desses compostos téxicos, tais como o
PCP, desde que AOV e metanol estejam presentes como co-substratos (WU et al.,
1993).

Além do metanol, citado por WU et al. (1993), o etanol também pode ser um
co-substrato importante na desalogenacio do PCP segundo estudos de LARSEN et
al. (1991), ja citados e que reforcaram que sedimentos com uma baixa temperatura
original (10 a 15°C) possuem um maior potencial de desalogenacio a uma
temperatura termofilica, quando comparados com amostras de ambientes mesofilicos
e termofilicos. Por outro lado, o presente trabalho produziu resultados diferentes dos
obtidos pelos autores acima referidos, pois o lodo usado foi oriundo de um
biodigestor termofilico (5000 m®) operando com vinhaca, de modo que a temperatura
original desse inéculo, quando coletado, estava em torno de 55-57°C e foi mantida
durante todo o trabalho experimental por volta de 55+2°C. Essa temperatura foi
muito satisfatoria para o processo de remogio do PCP nas concentracdes estudadas.
Através do uso do etanol e de AOV, 2,5 mg/L de PCP foi removido através de
condi¢cdes termofilicas com um lodo granular nfo adaptado proveniente de um
digestor operando com vinhaca. Esse lodo granular também pode ter fornecido
condi¢bes para que houvesse uma boa porcentagem de remogdo do PCP, seja pela
presenca de doadores de elétrons ja existentes nesse indculo e que foram capazes de
promover a desalogenacdo do PCP, seja por uma outra condicdo que faz com que

esse lodo tenha competéncia na degradagdo.

Em condi¢bes anaerdbias, PCP tem sido um inibidor da metanogénese e da
degradacdo de acidos orgédnicos volateis (McALLISTER et al., 1996). WU et al.
(1993) citaram a inibicdo da atividade das acetogénicas e metanogénicas na

concentracdo de 1 a 2,5 mg PCP/L em grénulos que degradam acidos orgéanicos
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volateis. A inibicio da atividade dos grinulos que degradam AOV e PCP foi
determinada através de testes de producio de metano. Esses autores constataram,
também, que os grinulos que degradaram PCP quando pré-expostos ao PCP,
apresentaram uma diminuicfo na inibigdo da produgio de metano. As concentragdes
aos granulos ndo adaptados, isto é, os grinulos nfio precisaram ser previamente

expostos ao PCP para que houvesse a degradagéo.

A produciio de metano foi um dos fatores considerados para se avaliar a
inibicio do indéculo ao PCP. Foram calculadas AM e AME para os ensaios de
enriquecimento e segundo as Tabelas 21, 29 e 33 que representam as AME para cada
ensaio, constatou-se que ndo ocorreu inibicdo do lodo ndo adaptado. Em relacdo a
essa producio de metano no ensaio 2, verifica-se que 0s quatro sistemas de reac@o,
apresentaram valores desse gas proximos aos calculados para cada condig¢do estudada
(ver valores teéricos abaixo de cada Figura, de 13 a 17). Como anteriormente
observado para o Ensaio 1, a presenca de AOV e etanol em conjunto favoreceu o
lodo granulado, constatado pelos valores calculados de AME (Tabela 29) das
réplicas, respectivamente 0,101 e 0,0969 mmoles de CH./gSSV.h. Uma das réplicas
contendo apenas AOV (controle) apresentou um valor de AME de 0,0684 mmoles de
CH./gSSV.h (ndo foi possivel calcular o valor d¢ AME para as duas réplicas, pois
uma delas apresentou uma fase muito longa de resposta, cerca de 140 h para iniciar a
producio de metano — Anexo 3, apesar de atingir quantidades proximas a 17
mmoles/L desse gas, ao final do periodo de incubagio de 160h). Os valores de AME
para os frascos de reacdo contendo apenas etanol e PCP foram em média de 0,0532
mmoles de CH,/gSSV.h £0,0029. Os resultados do Ensaio 2 confirmaram a remocio

de PCP sob condi¢gdes metanogénicas, como verificado no Ensaio 1.

Os diferentes valores de AME encontrados para os lodos granulados nos
Ensaios 1 e 2, sob condi¢des semelhantes de incubacdo, podem ser justificados pelas
diferencas do lodo, conseqiientes da forma de inoculacio do mesmo nos frascos de
reacdo. O lodo granulado anaerdbio ndo € facilmente homogeneizado previamente &

sua distribuicio em frascos. E bem provavel que diferencas tenham ocorrido em
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relacdo a quantidade de massa celular inoculada em ambos os ensaios. Os valores de
AM (abaixo de cada Figura), que ndo consideram o valor de SSV de 2,3g/L para o
calculo da velocidade de producfio de metano, valor esse estimado para os indculos
em todos os frascos de reacdo a partir do SSV do lodo coletado na Usina, mostram
que h4 diferencas na AM para os lodos granulados de mesma origem cultivados em
condi¢des semelhantes. Assim, a dificuldade na distribuicdo do lodo nos frascos de
reagdo pode justificar os diferentes valores de atividade entre ensaios. Salienta-se que
no mesmo ensaio, essa diferenca entre os valores é minimizada pela manipulagio

imposta no instante de cada ensaio.

TABELA 29 - Valores de AME para o Ensaio 2

Condicoes Valor de AME (mmoles de CH,/g SSV.h)
RAOVP 1 0,101
2 0,0969
RAOV 3 -
4 0,0684
RP =] 0,0511
6 0,0552

RAOY - reator contendo acidos orgénicos volateis; RAOVP - reator contendo scidos

orgénicos volateis e pentaclorofenol; RP - reator contendo pentacloorfenol; - AME n3o

calculada.

O terceiro ensaio procurou avaliar, além da degradacio de PCP frente aos

AQV e etanol, a presenga de bactérias redutoras do fon sulfato no sistema, visto sua
indicagdo como responsaveis pela degradacdo de PCP, em certos artigos (KENNES
et al., 1996; KOHRING et al., 1989). No entanto, os ensaios na presenca de sulfato
ndo tiveram como objetivo verificar a presenca de uma bactéria redutora de sulfato
capaz de agir sobre o organohalogenado PCP, mas sim verificar se uma populacéo
que reduz sulfato a sulfeto estaria presente no sistema dada a disponibilidade de
substratos orgénicos acidos. Nesse caso, a atividade dessas bactérias poderia afetar a

metanogénese do lodo granulado estudado.

As Tabelas de 30 a 32 e Figuras de 18 a 20 indicam qual foi o comportamento
desse terceiro ensaio em relagfio a producdo de metano. O Anexo 3 mostra as Tabelas
contendo os célculos feitos para transformar a 4rea de metano obtida pelo

cromatografo em mmoles/L.



TABELA 30 - Valores de metano obtidos durante o Ensaio 3 -

RAOVP1, 463,5 h de incubagfio, a 55+2°C

Tempo Calculo final
(h) (mmoles/Le)
0 0
6 0,350
23 1,137
28,5 1,811
49 2,302
68,5 3,503
77 3,701
100 6,098
123 11,436
150 11,185
169,5 12,741
173,5 13,191
189 15,643
196 15,502
214,5 13,738
219,5 14,051
244 14,025
270,5 12,571
294,5 13,192
318 13,200
332 12,256
358 12,572
365 11,816
383 12,136
389 12,062
437 11,043
463,5 10,216
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FIGURA 18 - Representagiio grafica da curva de produgiio de metano
(mmoles/L) - Ensaio 3

Intervalo de pontos escolhidos: 23 a 100h

Equagfio da reta que representa a AM: CH,= 0,0579x - 0,2479 r* =
0,9445

Valor de AM: 0,0579 mmoles CH,/L.h

Valor de AME, considerando o valor de SSV = 2,3 g/L utilizado no
ensaio: 0,0252 mmoles de CH,/g SSV.h

Valor méximo de metano produzido no sistema: 14,051 mmoles
CH,/L

Valores teéricos de metano, se todas as fontes orgénicas
(AOV-+etanol) fossem diretamente transformadas em metano:
AQV-+etanol = 26,0 mmoles/L
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TABELA 31 - Valores de metano obtidos durante o Ensaio 3 -

RAOV3, 463,5 h de incubagfo, a 55+2°C

Tempo Calculo final
(h) (mmoles/Lc)
0 0

6 0,388
23 1,033
28,5 1,346
49 3,103
68,5 7,401
77 8,410
100 9,520
150 10,273
169,5 9,789
173,5 - 9,805
189 10,025
214,5 9,608
219,5 9,736
244 11,447
270,5 12,107
294,5 14,050
318 14,395
332 15,280
358 14,877
383 14,444
389 14,075
437 14,213
452,5 14,000
463,95 12,926
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FIGURA 19 - Representagfio grafica da curva de produgfio de metano
(mmoles/L) - Ensaio 3

Intervalo de pontos escolhidos: 23 a 77h

Equacfio da reta que representa a AM: CH, = 0,142x - 2,7301; =
0,9637

Valor de AM: 0,142 mmoles CHy/L.h

Valor de AME, considerando o valor de SSV = 2,3 g/L utilizado no
ensaio: 0,0617 mmoles de CH,/g SSV.h

Valor maximo de metano produzido no sistema: 15,280 mmoles
CH,/L

Valores teoricos de metano, se todas as fontes orginicas (AOV)
fossem diretamente transformadas em metano: AOV = 17,5
mmoles/L
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TABELA 32 - Valores de metano obtidos durante o Ensaio 3 -

RAOVSO0,?, 463,5 h de incubagdo, a 55+2°C

Tempo Calculo final
(h) (mmoles/Lc)
0 0
6 0,369
23 0,953
28,5 1,223
49 2,600
68,5 5,441
77 6,156
100 7,517
143,5 7,629
189 8,393
244 8,861
270,5 8,752
288,5 9,100
311 9,282
341 9,784
365 10,829
383 11,475
389 11,887
417 12,050
437 12,606
452,5 12,817
463,5 12,177
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FIGURA 20 - Representagfio grafica da curva de produgio de metano
(mmoles/L) - Ensaio 3

Intervalo de pontos escolhidos (tempo): 6 a 143,5h, com excecio
dos pontos 68,5h, 77h e 100h

Equacio da reta que representa a AM: CH, = 0,0541x - 0,1516 r* =
0,9972

Valor de AM: 0,0541 mmoles CH,/L.h

Valor de AME, considerando o valor de SSV = 2,3 g/L utilizado no
ensaio: 0,0235 mmoles de CH,/g SSV.h

Valor maximo de metano produzido no sistema: 12,817 mmoles
CHy/L

Valores tedricos de metano, se todas as fontes orgénicas (AOV)
fossem diretamente transformadas em metano: AOV = 17,5
mmoles/L
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Os reatores com produgio de metano da ordem de 16 mmoles/L (réplicas com
producio méaxima de 15,643 e 16,618 mmoles/L) foram os que continham lodo
granulado cultivado em AOV, etanol ¢ PCP. No entanto, em uma das réplicas a
produgdo de metano ocorreu em tempos superiores a 300 h de incubagéo, sendo que
na outra o tempo para a produ¢fo maxima se deu em 200 h. Nos Ensaios 1 € 2, a
producdo maxima de metano foi verificada em tempos entre 100 e 200 h de
incubacdo. Assim, para o calculo da AME, (Tabela 33) considerou-se apenas os
valores do frasco com producio maxima de metano igual a 15,643 mmoles/L,
ocorrida em 200 h de incubacfio. Nesse caso a AME obtida foi de 0,0252 mmoles de
CH./gSSV.h. Para o controle, que recebeu apenas AOV a AME foi de 0,0617
mmoles de CH4/gSSV.h, com uma producio maxima de metano de 15,280 mmoles/L.
Na presenca de sulfato de sédio e AOV a AME calculada foi de 0,0235 mmoles de
CH./gSSV.h, com uma producéo maxima de metano da ordem de 12,817 mmoles/L.
Os valores maximos de metano encontrados no Ensaio 3 nfo foram distantes dos

teoricamente calculados (ver abaixo das Figuras 18 a 20).

TABELA 33 - Valores de AME para o Ensaio 3

Condigdes Valor de AME (mmoles de CH.,/g SSV.h)
RAOVP 1 0,0252
5 2 =
RAOV 3 0,0617
RSO, 4 0,0235

RAOYV - reator contendo acidos orgénicos volateis; RAOVP - reator contendo dcidos
organicos volateis e pentaclorofenol; RSO, - reator contendo sulfato; - AME ndo
calculada

Nesse ensaio, a remog¢do de PCP foi determinada apds 19 dias de incubacio,
constatando-se apenas quantidades traco do composto halogenado ¢ TCP como

composto intermediario, como mostrado na Tabela 34.



RESULTADOS E DISCUSSAO 96

TABELA 34 - Remog3o de pentaclorofenol no terceiro ensaio de enriquecimento, a 55+2°C

Condicoes Tempo de PCP % de remocio de Intermedidrios
incuba¢io remamescente - PCP - da degradacio -
(dias) reator e sua reator e sua réplica reator e sua
réplica (mg/L) (mg/L) réplica (mg/L)
AOV+PCP 19 (ND/-) (NC /NC) TCP
AOQV+PCP 19 (- /ND) (NC /NC) TCP

PCP - pentaclorofenol; AOV - acidos organicos volateis; TCP - triclorofenol; (ND) - PCP nio
detectado; (-) PCP trago; (NC) nfo calculado devido as baixas concentragdes de PCP encontradas
Concentragdo inicial de PCP de 2,5 mg/L

Apesar da adequada remocdZo de PCP ocorridas nesse terceiro ensaio, 0s
valores de AME do Ensaio 3 diferiram dos valores encontrados nos Ensaios 1 e 2, no
que se refere & presenca dos substratos em conjunto, AOV, etanol e PCP. A AME de
uma das réplicas, nesse caso, foi inferior a determinada para o frasco controle, € com
valor semelhante ao do frasco contendo sulfato. Pode-se afirmar que a adicdo de
sulfato néio afetou a metanogénese, e as diferencas em relacdo aos primeiros ensaios
podem estar na inoculacdo dos sistemas de reacdo, como justificado anteriormente. O
sulfato esta geralmente presente em quantidades elevadas na vinhaca, da ordem de
0,60 g/L (VAZOLLER, 1995), e como o lodo granulado estudado foi originado de
um biodigestor anaerdbio termofilico tratando vinhaca, supds-se que a metanogénese
fosse afetada na presenca de sulfato (0,96g/L), raziio pela qual houve o
enriquecimento das culturas em sulfato de sodio no terceiro ensaio. A existéncia da
reducdo do sulfato pelo lodo granulado estudado poderia indicar atividade de sulfato-
redutoras, o que indicaria um caminho para identificacdo de bactérias desalogenantes

no lodo (McALLISTER et al., 1996).

Dois aspectos sfo relevantes para a confirmacio da remociio do PCP sob
condi¢des metanogénicas termofilicas: a certificagio da ocorréncia de producio de
metano nos trés ensaios de enriquecimento e de intermediarios da degradagio do
PCP. Segue-se a essa resposta, o fato de autores como LARSEN er al. (1991), ja
citados anteriormente, que mostram nos seus resultados do estudo com PCP sob

condicdes termofilicas, que as concentracdes de clorofenois s6 foram determinadas
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quando a produc@o de biogés cessou, isto €, nfo era mais medido de maneira alguma.
Através do surgimento de intermediarios da degradacdo do PCP, os autores também
calcularam as quantidades relativas de DCP, TCP, TeCP e PCP. O ensaio realizado
sobre o isolamento de culturas terméfilas facilitaram também essa confirmagio, como

sera discutido adiante.

Ao final do terceiro ensaio de enriquecimento em PCP, amostras do lodo
foram examinadas sob microscopia de luz, contraste de fase e ultra-violeta,
permitindo, dessa maneira, observar-se tipos morfolégicos diversos selecionados ao
longo desse terceiro ensaio de enriquecimento frente a diferentes situacdes a que o
in6culo foi submetido. As Figuras 21 e 22 mostram os tipos morfologicos
encontrados no enriquecimento em AOV e sulfato, respectivamente através da
microscopia de fluorescéncia e contraste de fase. Através da Figura 21 podemos
observar o predominio de células fluorescentes e cocos. As setas indicam os bacilos
fluorescentes. A Figura 22 apresenta vérios bacilos de diversos tamanhos dispersos no

meio de cultivo.

Oliveira. 1998

FIGURA 21- Fotomicrografia da amostra do Ensaio 3, enriquecimento em AOV e sulfato de
sodio. As setas mostram bacilos fluorescentes. Observam-se também em todo o campo cocos
dispersos com fluorescéncia “palha”. Microscopia de fluorescéncia: objetiva 100, ocular 10 e
zoom 1,25. Tempo de incubagdo: 19 dias, 55+2°C, agitagfo: 175 rpm
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Oliveira, 1998

FIGURA 22- Fotomicrografia da amostra do Ensaio 3, enriquecimento em AOV e sulfato de
sédio. As setas mostram bacilos de diversos tamanhos. Microscopia de contraste de fase:
objetiva 100, ocular 10 e zoom 1,25. Tempo de incubagdo: 19 dias, 55+2°C, agitago: 175
rpm

Os enriquecimentos em AOV apenas mostraram que, nesse material, houve o
grande desenvolvimento de sarcinas que fluoresciam sob luz ultra-violeta (Figuras 23
e 24). Nas condicdes em que PCP esteve presente, o desenvolvimento de sarcinas foi
menos acentuado como indicado na Figura 25. Por outro lado, nesse mesmo meio de

cultivo, desenvolveram-se também bacilos de tamanhos diversos. As Figuras 26 e 27

mostram os bacilos (setas brancas) e as sarcinas (setas azuis).

Oliveira. 1998 Oliveira. 1998

Figura 23 Figura 24

Legenda:

Figura 23 e 24 - Fotomicrografia da amostra do Ensaio 3. Aspectos das sarcinas no
enriquecimento em AOV. Tempo de incubagiio: 32 dias, 55+2°C, agitagdo: 175rpm.
Microscopia de contraste de fase (Figura 23) e fluorescéncia (Figura 24): objetiva 100; ocular
10; zoom 1,25
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: Oliveira, 1998
FIGURA 25 - Fotomicrografia da amostra do Ensaio 3. Aspectos das sarcinas (seta branca)
no enriquecimento em AOV e PCP. Tempo de incubagio: 32 dias, 55+2°C, agitagéio:
175rpm. Microscopia de contraste de fase: objetiva 100; ocular 10; zoom 1,25

Oliveira, 1998

FIGURA 26 - Fotomicrografia da amostra do Ensaio 3. Aspectos das sarcinas (setas azuis)
e dos bacilos (setas brancas) no enriquecimento em AOV e PCP. Tempo de incubacio: 32
dias, 55+2°C, agitagdo: 175rpm. Microscopia de contraste de fase: objetiva 100; ocular 10;
zoom 1,25

Oliveira. 1998

FIGURA 27 - Fotomicrografia da amostra do Ensaio 3. Aspectos das sarcinas (setas azuis)
¢ dos bacilos (setas brancas) no enriquecimento em AOV e PCP. Tempo de incubagio: 32

dias, 5532°C, agitago:175rpm. Microscopia de contraste de fase: objetiva 100; ocular 10;
zoom 1,25
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O terceiro ensaio, iaor ter apresentado resultados satisfatérios tanto em relagéo
a degradaciio de PCP quanto em relagdio a producdo de metano, serviu de indculo
para o ensaio de isolamento (quarto ensaio). Os indculos foram retirados dos frascos
contendo somente AOV e de frascos contendo AOV/PCP. Os frascos escolhidos
foram aqueles que apresentavam uma boa producio de metano e turvagéo visivel do

meio de cultivo.

5.3 - Cultura termofila isolada

Ao longo dos trés ensaios de enriquecimento das culturas anaerdbias presentes
no lodo granulado, foi constatado, pelo exame microscopico de amostras dos meios
contendo os substratos acidos etanol e PCP, a selecdo de determinados tipos de
células bacterianas. A diluicdo decimal seriada de aliquotas das amostras do terceiro
ensaio de enriquecimento, em meio mineral contendo AOV e em meio contendo
AOV, etanol e PCP, resultou em um adequado procedimento para a obtencdo de

culturas anaerdbias termofilas.

As diferencas bésicas existentes no ensaio para a obtencdo de culturas
degradadoras de PCP e os de enriquecimento, foram relacionadas no item 3.2.1, do
capitulo Materiais e Métodos. Foi também adicionado extrato de levedura a 2% nos
cultivos subsequentes, com o fim de suprir as células de fatores de crescimento que
poderiam ser limitantes ao longo dos sub-cultivos. Ap6s a primeira série de dilui¢des,
aliquotas dos frascos que apresentaram crescimento foram diluidas na faixa de 10" a
10°. Verificado crescimento nessas diluicdes, aliquotas de 1 mL eram entdo sub-
cultivadas. A presenca de extrato de levedura favoreceu o crescimento das culturas,

constatado pela turbidez mais intensa do meio ao longo do periodo de incubagéo.

Crescimento bacteriano foi visivel na primeira série de diluicdes, apos 11 dias
de incubacio a 55+2°C. A diluico 107 em meio mineral contendo AOV, etanol e

PCP apresentou turvacdio e producio de metano de 7,49 mmoles/L. A presenca de




RESULTADOS E DISCUSSAO : ! 101

dois tipos morfolégicos de bacilos foi observada, como mostram as Figuras 28 e 29,
revelando o -crescimento de uma pos§ivel co-cultura. A diluicio 107 foi, entfo,
escolhida para sub-cultivo em nova série de diluicdes na faixa de 10™ a 10°, como
anteriormente menbionado. Apoés 14 dias de incubacdo, a diluicio 10" com uma
produgdo de metano de 6,43 mmoles/L apresentou a mesma cultura de bacilos, sendo
um bacilo longo ndo fluorescente e outro menor fluorescente, mas, nesse caso,
apareceram também, junto com os bacilos, sarcinas pouco desenvolvidas. Outras
analises microscopicas de sub-cultivos posteriores dessa cultura, também indicaram a
presenca de sarcinas juntamente com os bacilos (Figura 30 e 33, respectivamente com
10 e 22 dias de incubagfo). Essas células em formato de sarcinas se relacionam ao
género Methanosarcina, o qual ndo se desenvolveu muito nesse meio contendo PCP.
LARIZZATTI (1997), que estudou um lodo meséfilo (35°C) na degradacéio do PCP,
obteve ao final dos dois ensaios realizados tipos morfologicos relacionados ao género
Methanosarc%na em quantidade. O autor justifica que a presenca desse género pode
ser explicada pela adicdo de metanol nos frascos-reatores durante a alimentagfio com
PCP. ;\/\\C::::\-

X
‘t—-.)p-\h\é

~R

Observou-se ao longo dos sub-éultivos realizados nesse ensaio de isolamento,
meio novo, para que o desenvolvimento da co-cultura ocorresse, sendo obtida com
intensa turvagdo visivel do meio de cultura, geralmente constatada apés 15 dias de
incubagfio. O periodo de incubacdo dos frascos superior a 15 dias pareceu
comprometer a morfologia das células. VAZOLLER, (1995) destacou a importincia
do tempo de incubagdo no decaimento das células terméfilas anaerébias, podendo ser
afetadas rapidamente quando os nutrientes do meio ficam escassos, ou por algum
fator limitante a0 crescimento, como por exemplo decréscimo de pH. No presente
trabalho ndo foi possivel relacionar as condi¢des que afetaram as células apos 15 dias
de incubacdo na temperatura de ensaio. As diferentes morfologias ao longo de vérios

su-cultivos sdo mostrados nas Figuras 34 e 35.

Em relagdo a degradaciio do PCP nesses ensaios de isolamento, obtiveram

resultados bastante satisfatorios. A andlise cromatografica para o PCP nas amostras
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onde foi obtida a co-cultura com 11 dias de incubagfo, foi realizada apos 19 dias,
tendo removido 40% do PCP. Essa amostra contendo a co-cultura de bacilos foi sub-
cultivada por vérias vezes, sendo atingida uma porcentagem de 46% de remogdo do

PCP ao final de 33 dias de incubaggio em diluigio 10™.

Os sub-cultivos indicaram o bom desenvolvimento da co-cultura de bacilos em
meio contendo acidos, etanol ¢ PCP. As Figuras 30, 32 e 33 mostram o aspécto
morfolégico das culturas presentes nesse meio em microscopia de contraste de fase. A

Figura 31 mostra os bacilos fluorescentes.

Amostras submetidas a coloracio de Gram resultaram em que as células da
co-cultura eram Gram-negativas. McALLISTER et al. (1996), em sua revisdo sobre a
biodegradaciio do PCP, indicaram que trabalhos experimentais sobre a presenca do
PCP no solo mostraram a selecdo de bactérias Gram negativas na comunidade
microbiana. Como mencionado acima, a co-cultura apresentou bacilos Gram
negativos, sendo um deles fluorescente sob luz ultra-violeta. Essa caracteristica €
comum de Archaea metanogénicas hidrogenotréficas, e a forma do bacilo fluorescente
pode ser relacionada ao género metanogénico terméfilo Methanobacterium, segundo
Manual de Bergey de Sistematica Bacteriana (1988), cuja coloraciio de Gram pode
ser variavel. Nessa direcio, € possivel indicar que ocorreu produggio de hidrogénio
nos frascos de cultivo contendo PCP, a partir da degradacdo de acidos e etanol, uma
vez que esses microrganismos sdo hidrogenotréficos. Como ja discutido, ndo foi
possivel constatar o caminho da desalogenacido do PCP nos ensaios de
enriquecimento, bem como nos de obtencéo de culturas, mas é provavel que os AOV
e o etanol possam ter auxiliado como doadores de elétrons no caminho da
desalogenacio redutiva do composto organohalogenado. Nesse caso, poder-se-ia
supor a existéncia de competicdo pelo hidrogénio entre a metanogénese
hidrogenotrofica e a desalogenacéo redutiva do PCP. Porém, nas condi¢Ges estudadas
com a co-cultura, a competicdo parece nio ter ocorrido. Também nZo € possivel
afirmar sobre os diferentes valores de metano obtidos ao final das incubacdes na
presenca € na auséncia de PCP, durante alguns sub-cultivos das células, pois a

quantidade inicial das células inoculadas nos meios de cultivo ndo foi determinada.
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Concluiu-se também que as células metanogénicas em formato de sarcinas foram

afetadas nos cultivos diluidos na presenca de PCP.

O trabalho de VAZOLLER (1995) apontou a presenca de uma Archaea
metanogénica hidrogenotréfica importante nos lodos granulédos de um sistema piloto
de biodigestio operado com vinhaca, na mesma destilaria em que o lodo granulado
desse estudo foi originado. Além disso, as sarcinas crescidas nos frascos com AOV
foram também verificadas por VAZOLLER (1995) como Archaea metanogénicas
importantes na digest&o anaerdbia da vinhaca no sistema piloto estudado na destilaria.
Portanto, tanto nos ensaios de enriquecimento como na etapa para a obtencdo de
culturas degradadoras de PCP, as morfologias metanogénicas observadas sfo comuns
aos sistemas anaerébios termofilicos tratando vinhaca, considerado o trabalho sobre

esse ecossistema, realizado anteriormente pelo autor citado.

Oliveira. 1998

Oliveira. 1998

FIGURA 28 FIGURA 29

Oliveira. 1998 Oliveira. 1998

" FIGURA 30 FIGURA 31



RESULTADOS E DISCUSSAO 104

Oliveira. 1998 Oliverra. 1998

FIGURA 33

Oliveira. 1998

FIGURA 34 FIGURA 35

Legenda:

FIGURAS 28 e 29 - Aspectos da co-cultura de bacilos. Ensaio de isolamento, enriquecimento
em AOV e PCP. Tempo de incubagdo: 12 dias, 55+2°C, agitagfo: 175rpm. Microscopia de
contraste de fase: objetiva 100; ocular 10; zoom 1,25

FIGURAS 30 e 31 - Aspectos dos tipos morfologicos encontrados no Ensaio de isolamento
no enriquecimento em AOV e PCP. As setas brancas mostram sarcinas pouco desenvolvidas
(Figura 30). A Figura 31 mostra os tipos morfolégicos através da microscopia de
fluorescéncia. Tempo de incubagdo: 10 dias, 55+2°C, agitacdo: 175rpm. Microscopia de
contraste de fase (Figura 30) e fluorescéncia (Figura 31): objetiva 100; ocular 10; zoom 1,25

FIGURA 32 - Aspecto do aglomerado de bacilos. Enriquecimento: AOV e PCP. Tempo de
incubagdo: 12 dias, 55+2°C, agitagdo: 175rpm. Microscopia de contraste de fase: objetiva
100; ocular 10; zoom 1,25

FIGURA 33 - Aspectos das células em formato de sarcinas (setas brancas) e em formato de
bacilos (aglomerado). Enriquecimento: AOV e PCP. Tempo de incubagdo: 22 dias, 55+2°C,
agitagdo: 175rpm. Microscopia de contraste de fase: objetiva 100; ocular 10; zoom 1,25

FIGURAS 34 e 35 - Aspectos dos filamentos originados possivelmente dos bacilos maiores
da co-cultura de bacilos (ensaio de isolamento). Enriquecimento: AOV e PCP. Tempo de
incubagdo: 16 dias, 55+2°C, agitacZo: 175rpm. Microscopia de contraste de fase: objetiva
100; ocular 10; zoom 1,25
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As morfologias obtidas pela microscopia de contraste de fase e fluorescéncia
puderam ser confirmadas com o auxilio da microscopia eletronica de varredura que
foi realizada somente no final dos ensaios de isolamento. As Figura 36, mostra os dois
tamanhos de bacilos encontrados na co-cultura em meio contendo PCP. A Figura 37
mostra as sarcinas pouco desenvolvidas juntamente com alguns bacilos também

encontradas nesse mesmo material.

FIGURA 37

Legenda:
Figura 36 - Aspéctos da co-cultura de bacilos. Ensaio de isolamento. Enriquecimento: AOV e
PCP. 55+2°C, agitac@o:175rpm. Microscopia de varredura.

Figura 37 - Aspécto de alguns bacilos da co-cultura juntamente com Methanosarcina sp.

Ensaio de isolamento. Enriquecimento: AOV e PCP, 55+2°C, agitagdo:175rpm. Microscopia
de varredura.

Ao longo de todo o presente trabalho, pesquisaram-se dados a respeito de
tipos microbianos termofilos relacionados com a degradacio do PCP.
Especificamente dentro dessas caracteristicas nfio foram encontrados na Literatura
estudos que destacassem tipos bacterianos termo6filos. WU et al. (1993), referem-se a
microbiologia relacionada na degradacdo do PCP em condicdes mesofilicas,
observando nos granulos a presenca predominante do género Methanotrix, estando
também presentes Methanobacterium e Methanosarcina. O presente trabalho também
cita, na Tabela 6 do capitulo de Revisdo Bibliografica, o género bacteriano
Dehalobacter, que € uma anaerébia obrigatdria, e utiliza somente compostos clorados

como aceptores de elétrons, promovendo, dessa maneira, a desalogenacio redutiva

desses compostos (MADIGAN et al. 1997).
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Os sub-cultivos de amostras (diluicio 10™) em meio contendo apenas 4cidos
orgénicos, revelou apds 11 dias de incubagdo, uma producdo de metano de 22,15
mmoles/L, € a presenca dos mesmos tipos morfolégicos encontrados no
enriquecimento em AOV/PCP. No entanto, nessa condic#o, as sarcinas apresentaram
melhor desenvolvimento, verificando-se uma menor quantidade de bacilos. Apos 14
dias de incubagdo, a diluicio 10" da amostra contendo apenas AOV com uma
produciio de metano de 23,95 mmoles/L, certificou o favorecimento de sarcinas
fluorescentes, em geral, relacionadas ao género Methanosarcina. As morfologias
citadas nessa amostra sdo mostradas nas Figuras 38 a 41. Em relagio ao
desenvolvimento dos bacilos, esses tipos morfologicos nfo se desenvolveram muito
bem nas amostras que continham AOV em relago as amostras contendo PCP, a qual
apresentou um grande desenvolvimento dos bacilos. Interessantemente, apds varios
sub-cultivos, com um tempo de incubacio de 21 dias, houve um grande
desenvolvimento desses bacilos numa amostra que continha AOV e que se
apresentava bastante turva através da observacio a olho nu. Essa amostra pode ser
vista através da Figura 42. Os comentarios a cerca do trabalho pioneiro sobre o lodo
granulado termofilo realizado por VAZOLLER (1995), discutidos anteriormente no

ambito desse texto, sdo também validos para a condi¢do de cultivo na auséncia de

etanol e PCP.

Oliveira. 1998

FIGURA 39
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Oliveira. 1998 Oliveira. 1998

FIGURA 40 FIGURA 41

Oliveira. 1998

FIGURA 42

Legenda:
FIGURA 38 e 39 - Destaque das células em formato de sarcinas. Enriquecimento: AOV.

Tempo de incubagdo: 13 dias, 55+2°C, agita¢@o:175rpm. Microscopia de contraste de fase
(Figura 39) e fluorescéncia (Figura 40): objetiva 100; ocular 10; zoom 1,25

FIGURA 40 - Destaque das células em formato de sarcinas, rompimento das “bolsas” que
contém as células. Enriquecimento: AOV. Tempo de incubagdo: 13 dias, 55+2°C,
agitacdo:175rpm. Microscopia de contraste de fase: objetiva 100; ocular 10; zoom 1,25

FIGURA 41 - Destaque das células em formato de sarcinas. Enriquecimento: AOV. Tempo
de incubagdo: 13 dias, 55+2°C, agitacfio:175rpm. Microscopia de contraste de fase: objetiva
100; ocular 10; zoom 1,25

FIGURA 42 - Aspécto dos bacilos. Enriquecimento: AOV. Tempo de incubagdo: 13 dias,
55+2°C, agitagfo:175rpm. Microscopia de contraste de fase: objetiva 100; ocular 10; zoom
125

A microscopia de varredura também permitiu destacar os tipos morfolégicos
encontrados nessas amostras contendo somente AOV. As Figuras 43 e 44 mostram a
presenca de células em formato de sarcinas, relacionadas ao género Methanosarcina,

¢ a Figura 45 ilustra a co-cultura de bacilos presente nessas amostras, onde o bacilo
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menor dessa co-cultura também fluoresce e € relacionado com o género

Methanobacterium.

17

x 10088

# 12232

Legenda:
Figura 43 - Células em formato de sarcinas (Methanosarcina sp). Enriquecimento: AOV.
Microscopia de varredura. Aumento de 10.000 vezes

Figura 44 - Células em formato de sarcinas (Methanosarcina sp) Enriquecimento: AOV.
Microscopia de varredura. Aumento de 2.000 vezes

Figura 45 - Células em formato de bacilos (co-cultura). Enriquecimento: AOV. Microscopia
de varredura. Aumento de 10.000 vezes
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6 - CONCLUSOES

1. O lodo anaerdbio originado de um biodigestor UASB operado com vinhaga, sob
condicdes termofilicas, 55+2°C, foi capaz de degradar o pentaclorofenol (na
concentracdo de 2,5 mg/L), sem prévia adaptacdo ao composto halogenado, na

presenca de fontes orgénicas, 4cidos orgénicos volateis, glicose e etanol;

2. A degradag@o anaerébia do PCP pelo lodo terméfilo, com producio de metano foi
verificada nos meios de cultivo contendo acidos organicos volateis e etanol e somente

etanol;

3. Isolou-se uma co-cultura anaerébia habil em degradar PCP na presenca de 4cidos

orgénicos volateis e etanol;

4. Considerando-se os célculos de atividade metanogénica especifica obtidos no
ensaio 1, verificou-se que os maiores valores foram atingidos na presenca de AOV,
etanol ¢ PCP (0,06 mmoles CH,,/gSSV.h) quando comparados aos valores obtidos
pelos reatores controle contendo somente AOV onde o maior valor atingido foi de
0,04 mmoles CH,,/gSSV.h. Provavelmente, a presenca do AOV e do etanol em
conjunto possibilitou uma melhor interagio dos grupos bacterianos no consércio

estudado em relagdo a producdo de metano;

5. As porcentagens de remocfio de PCP também se mostraram mais satisfatorias,
cerca de 100%, na presenca do conjunto AOV e etanol e cerca de 80% quando do
emprego da glicose. Porcentagem elevada de degradagiio pode ser verificada quando

apenas etanol e o organohalogenado estiveram presentes no meio.
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7 - RECOMENDACOES

1. Estudos sobre a fisiologia do lodo anaerdbio termoéfilo e da co-cultura, com vistas
a: verificacio de outros doadores de elétrons para a degradacdo de PCP; faixa de
concentracio de PCP passivel de degradacido em relacdo ao numero de
microrganismos € de outros compostos orgénicos no meio; influéncia de compostos
inorgénicos como sulfato; identificacio dos microrganismos; verificacio da existéncia

de desalogenagio redutiva de lodos granulados;

2. A determinagdo dos intermedidrios da degradacdo do PCP, inclusive isomeros, de
todos os metabdlitos surgidos durante a degradaciio do PCP até CH, se faz necessario

para a determinagfo de provaveis vias metabélicas envolvidas na degradacéo.

3. A identificacdo dos possiveis microrganismos envolvidos com a degradacdo do
PCP nio foi possivel até o nivel de espécie. Sugere-se a utilizacio de ensaios
bioquimicos associados a técnicas de biologia molecular para que se chegue a esse

nivel de classificacéo.



ANEXO 1
CALCULO TEORICO DE METANO
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Calculo do valor teérico de metano no “headspace” dos frascos de reagdo, segundo as
concentracdes das fontes orgénicas estudadas

AG”
(kJ/reacdo)
(1) CH3CH20H + Hgo —> CH:;COO- +H+ + 2H2 +9,6
(2) CH;CH,COO" + 3H,0 - CH;COO +H  + 3H, +HCO; +76,1
(3) CH;CH,CH,COO™ +2H,0 — 2 CH;COO +H + 2H, +48,1
(4) CH;COO™ + H,0O - CH; + HCO5 -32.5
(5) 4H, + HCO5 +H - CH, + 3H,0 -135,6

[H2 e CHs no estado gasoso; os demais compostos em solugdio aquosa a 1 mol/Kg;
25°C (Zehnder, 1988)'].

As reagles acima sdo dependentes da atuacfio de culturas de bactérias transferidoras
de hidrogénio entre si, a fim de que o hidrogénio seja removido do sistema, e as
reagdes energeticamente desfavoraveis ocorram.

Soma geral das rea¢des de (1) a (4) para avaliagdo da producéo tedrica de CH, a
partir dos substratos organicos etanol, 4cidos acético, propidnico e butirico (mol) =5
moles de CH, + 1 mol CH, a partir do Hidrogénio” produzido nas reacdes de (1) a
-

Nos experimentos realizados na presente Dissertacio de Mestrado, segundo as
condigdes de ensaio, quais sejam, 20mM de 4cido acético, 10 mmoles/L de acido
propibnico, 10 mmoles/L de 4cido butirico e 34,25 mmoles/L de etanol, 50 mL de
meio de cultivo, 200 mL de “headspace™, e considerando a estequiometria das reacdes
a 25°C, a quantidade teérica de metano a ser produzida seri de aproximadamente 26
mmoles/L.

'A.J.B.Zehnder, Acetogenesis. Biogeochemistry of methanogenic bacteria. Biology of
Anaerobic Microorganisms. 1998.872p.

? ver reacdo (5)
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CURVA DE CALIBRAGAO PARA O METANO
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FIGURA 46 - Curva de calibracfo para o gas metano
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FIGURA 47 - Curva de calibrag@o para o PCP.
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FIGURA 48 - Curva de calibracéo para o TCP.

[DCP] = 2E-5*A + 0,2744
R?=0,957
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FIGURA 49 - Curva de calibra¢io para o DCP.
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Area Solventes TCP PCP
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FIGURA 50 - Cromatograma tipico para analise dos compostos PCP, TCP e DCP.



ANEXO 3
PRODUCAO DE METANO NOS ENSAIOS DE ENRIQUECIMENTO






ANEXO 3

TABELA 35 - Producdo de metano - Ensaio 1 (reator e sua réplica)

RAQOVI]
Tempo | micromoles CH4/0,5 mL | micromoles CH4/0,5 mL |micromoles| mmoles |Calculo final
() Amostra 1 Amostra 2 CH4/L | CH4/L. |(mmoles/Lc)
0 0 0 0 0
10 0.977 0.884 1955 1.955
37 2,360 2,132 4720 4721,76 4,722
65 3,818 3.494 7637 7640.99 7,641
84 4,375 4,077 8750 8757.21 8.757
91,5 4,794 0 9588 0596,35 9,596
108 5,088 4,779 10175 |10179,89| 10,180
115,5 5.242 3,525 10485 10494.67 10,495
159 4,709 4,509 9419 9429.27 9.429
179 3,265 3,630 6529 6538,32 6,538
188,5 3,646 3.685 7293 7299.39 7,299
201 3,257 2,468 6514 6521,53 6,522
TABELA 36 - Producéo de metano - Ensaio 1 (reator e sua réplica)
RAOV2
Tempo | micromoles CH4/0,5 mL | micromoles CH4/0,5 mL |micromoles| mmoles |Calculo final
(h) Amostra 1 Amostra 2 CH4/L | CH4/L. |(mmoles/Lc)
0 0 0 0 0
10 0,977 0,384 1954,5 1954,5 1,955
37 1,770 0,000 3539,5 | 3541,36 3,541
84 2,278 2,260 4556,1 | 4557.87 4,558
91,5 2,632 2,553 5264,3 | 5268,84 5,269
108 2,873 0 5745,1 | 5750,29 5,750
115,5 3,369 3,339 67384 | 674127 6,741
159 3,154 3.047 6307.8 | 6314,51 6,315
179 2,319 0 4638 464420 4,644
188.5 2,154 3,047 4307,7 | 4310,02 4,310
201 1,542 2,205 3084,1 | 3089,30 3,089
TABELA 37 - Producéo de metano - Ensaio 1 (reator e sua réplica
RAOVP3
Tempo | micromoles CH,/0,5 mL | micromoles CH,/0,5 mL |micromoles| mmoles |Cilculo final
(h) Amostra 1 Amostra 2 CH4/L. | CH4/L. |(mmoles/Lc)
0 0 0 0 0
10 0,308 0,378 617 0,617
37 0,514 0.509 1027 1027,69 1,028
43,5 0,560 0,531 1120 1120,92 1,121
65 1,059 1,029 2119 2119,89 2,120
84 1,737 1,616 3475 3476.89 3,477
91.5 2,055 2,107 4110 4113,15 4,113
115,5 3,744 3,639 7489 749296 7,493
159 6,622 6,741 13245 [13251,88| 13,252
179 5.810 5.715 11620 11633,46 11.633
188,5 5.450 3.850 10901 1091222 10,912
201 3,775 3.786 7549 7558.,40 7,558
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TABELA 38 - Producio de metano - Ensaio 1 (reator e sua réplica

RAOVP4
Tempo | micromoles CH4/0,5 mL | micromoles CH./0,5 mL |micromoles| mmoles |Calculo final
(b) Amostra 1 Amostra 2 CH4/L. | CH4/L. |(mmoles/Lc)
0 0 0 0 0 0
10 0.340 0.282 679 679 0,679
37 1,943 1,608 3886 3886,82 3,887
65 5,220 5,025 10439 10442,65 10,443
84 6,534 6,909 13069 | 13079,14 13,079
91,5 7,101 6,944 14203 14216,14 14,216
115,5 7,014 6,755 14028 | 1404235 14,042
179 7,995 7,937 15990 |16003.47 16,003
188.5 7.015 7.252 14030 14046,23 14.046
201 5,336 5,471 10671 10685,57 10,686
TABELA 39 - Producio de metano - Ensaio 1 (reator e sua réplica)
RG5
Tempo | micromoles CH4/0,5 mL | micromoles CH4/0,5 mL |micromoles| mmoles |Calculo final
(h) Amostra 1 Amostra 2 CH4/L | CH4/L. |(mmoles/Lc)
0 0 0 0 0 0
10 0.228 0.225 457 457 0.457
37 0.241 0,000 483 483,25 0,483
43,5 0,233 0,205 467 467,14 0,467
65 0,199 0,204 399 399,14 0,399
91,5 0,213 0,2109 427 427,10 0,427
108 0,252 0 505 505,02 0,505
115,5 0.236 0,21945 472 471,85 0,472
137 0,206 0,2049 411 411,46 0,411
159 0,242 0 485 485,21 0,485
179 0,207 0.2014 414 413,74 0,414
188,5 0,215 0,1982 430 430,31 0,430
201 0,252 0,2088 504 504,41 0,504
TABELA 40 - Produc3o de metano - Ensaio 1 (reator ¢ sua réplica)
RG6
Tempo | micromoles CH4/0,5 mL micromoles CH/0,5 mL |micromoles| mmoles |Calculo final
(h) Amostra 1 Amostra 2 CH4/L | CH4/L. | (mmoles/Lc)
0 0 0 0 0 0
10 0,184 0,178 368 368 0,368
37 0,176 0,176 352 352,76 0,353
43,5 0,170 0.166 339 339,65 0,340
65 0,160 0,155 319 319,64 0,320
84 0,166 0,156 332 332,41 0,332
91.5 0,162 0,161 324 323,92 0,324
Bl 0,162 0,163 324 32432 0,324
137 0,159 0,160 319 318,83 0,319
179 0,163 0,157 327 327,22 0,327
188,5 0,155 0,157 311 310,92 0,311
201 0,157 0,149 314 314,51 0,315

116




ANEXO 3

117

TABELA 41 - Producio de metano - Ensaio 1 (reator e sua réplica)

RGP7
Tempo | micromoles CH4/0,5 mL | micromoles CH/0,5 mL |micromoles| mmoles |Calculo final
(h) Amostra 1 Amostra 2 CH4/L | CH4/L. | (mmoles/Lc)
0 0 0 0 0 0
10 0.271 0.248 543 543 0.543
43,5 0,239 0,229 478 478,12 0.478
65 0,228 0.213 456 456,77 0,457
91,5 0.218 0.215 437 437,24 0.437
115,5 0,205 0,210 410 410,63 0.411
137 0,210 0,213 421] 421,01 0,421
179 0,199 0.206 399 399.32 0.399
188.5 0,196 0.201 392 392.81 0.393
201 0,184 0,182 367 367,50 0.367
TABELA 42 - Producio de metano - Ensaio 1 (reator e sua réplica)
RGPS
Tempo | micromoles CHy/0,5 mL | micromoles CHy/0,5 mL |micromoles| mmoles |Calculo final
(h) Amostra 1 Amostra 2 CH4/L | CH4/L. | (mmoles/Lc)
0 0 0 0 0 0
10 0,240 0.229 479 479 0.479
43,5 0,241 0,221 481 481,77 0.482
65 0.225 0,216 450 450,56 0,451
84 0.210 0 421 421,14 0,421
91,5 0,209 0,210 418 417,71 0,418
1155 0,207 0,204 415 415,02 0,415
137 0,211 0,208 423 42321 0,423
188,5 0,211 0 423 423,22 0,423
201 0,173 1069 347 346,81 0,347
TABELA 43 - Producfo de metano - Ensaio 1 (reator e sua réplica)
RPY
Tempo | micromoles CH,/0,5 mL | micromoles CH,/0,5 mL |micromoles| mmoles |Calculo final
(h) Amostra 1 Amostra 2 CH4/L | CH4/L. |(mmoles/Lc)
0 0 0 0 0 0
10 0,196 0.193 392 392 0.392
37 0,445 0.433 890 890,49 0,890
43,5 0,637 0.526 1274 1274,78 1.275
84 1,202 1,163 2403 2404,36 2.404
108 1,493 1,452 2086 2988,76 2,989
137 1,531 1522 3061 3064,14 3,064
179 1,425 1.431 2849 285215 2.852
188,5 1,392 1.365 2785 2787.46 2.787
201 1,038 1,008 2077 2079,56 2.080




ANEXO

3

TABELA 44 - Producéo de metano - Ensaio 1 (reator ¢ sua réplica)

RP10
Tempo | micromoles CH,/0,5 mL | micromoles CH,/0,5 mL |micromoles| mmoles |Calculo final
(b) Amostra 1 Amostra 2 CH4/L | CH4/L. |(mmoles/Lc)
0 0 0 0 0 0
10 0,159 0,151 319 319 0,319
37 0,410 0,405 821 821 0,821
43,5 0.570 0.548 1139 1140 1,140
91,5 1.888 0 3775 3776 3,776
137 2,172 2,105 4345 4347 4,347
179 2,354 2,328 4708 4712 4,712
188.5 2.263 2,139 4525 4530 4,530
201 1,970 1.984 3939 3944 3.944
TABELA 45 - Producio de metano - Ensaio 2 (reator e sua réplica)
RAOVP]
Tempo | micromoles CH4/0,5 mL micromoles CH4/0,5 mL | micromoles| mmeoles |Célculo final
(h) Ameostra 1 Amostra 2 CH4/L | CH4/Lc | (mmoles/Lc)
0 0 0 0 0 0
14.5 0,667 0.634 1334 1334 1.334
171.5 1,107 1,124 2215 2215,80 2,216
35,5 3,493 3,283 6985 6987,33 6,987
38,5 4,324 4,150 8649 8655,28 8,655
62,5 6,247 0 12493 | 12501,67 12,502
78,0 6,441 0 12881 | 12887,25 12,887
127,5 6,434 6.315 12867 |12873.,64 12,874
TABELA 46 - Producdo de metano - Ensaio 2 (reator e sua réplica)
RAOQVP2
Tempo | micromoles CH4/0,5 mL | micromoles CH4/0,5 mL | micromoles| mmoles |Calculo final
(h) Amostra 1 Amostra 2 CH4/L | CH4/Lc |(mmoles/Lc)
0 0 0 0 0 0
14,5 0,287 0,287 573 573 0,573
17,5 0,410 0,415 820 820,87 0,821
35,5 1,073 1,055 2146 2146,82 2.147
38,5 1,364 1,394 2727 2729,23 2,729
57,5 3,536 3,624 7072 7074,86 7,075
62,5 4,256 4,251 8511 8518.36 8.518
78,0 5,713 0 11427 |11435,11 11,435
103,5 6,369 6,172 12737 1274271 12,743
1275 5,510 5.549 11019 11031,94 11,032
TABELA 47 - Producio de metano - Ensaio 2 (reator e sua réplica)
RAOV3
Tempo | micromoles CH4/0,5 mL micromoles CH4/0,5 mL | micromoles| mmoles |Calculo final
(h) Amostra 1 Amostra 2 CH4/L | CH4/Lc |(mmoles/Lc)
0,0 0 0 0 0 0
14,5 0,4964 0,50265 993 993 0,993
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175 0.63615 0.59575 1272 | 127330 1273
35.5 0,75345 0.7364 1507 1508.13 1.508
38.5 0.82215 0,78695 1644 1645.79 1.646
57.5 1,03795 1,0313 2076 2077.51 2.078
62:5 1.0227 1,0152 2045 2047.47 2.047
78.0 1.21625 -1.3093 2433 2434.54 2435
79,5 1.31515 1.2987 2630 2632.83 2.633
103.,5 2.17915 2.2042 4358 436091 4.361
127.5 2,7719 2,7779 5544 5548.18 5.548
1520 8,1232 8.0755 16246 1625195 16.252
TABELA 48 - Producdo de metano - Ensaio 2 (reator e sua réplica)
RAOV4
Tempo | micromoles CH4/0,5 mL | micromoles CH4/0,5 mL |micromoles| mmoles |Calculo final
(h) Amostra 1 Ameostra 2 CH4/L. | CH4/Lc | (mmoles/Lc)
0 0 0 0 0 0
14,5 0.600 0,615 1200 1200 1,200
17,5 0.868 0.855 1736 1736.91 1,737
35.5 1.775 0 3550 355142 3.551
38.5 2.127 2,128 4253 4254777 4255
S5 4.138 4,129 8276 8279.85 8.280
- 62,5 4,252 4,168 8504 8512.07 8.512
78,0 4,834 0,000 9668 9676.02 9.676
103,5 4,000 4,044 7999 8004,03 8,004
12495 3,648 3.7655 72957 7303.74 7.304
TABELA 49 - Producio de metano - Ensaio 2 (reator e sua réplica)
~ RP5
Tempo | micromoles CH4/0,5 mL | micromoles CH4/0,5 mL | micromoles| mmoles |Calculo final
(h) Amostra 1 Amostra 2 CHA4/L | CH4/Lc |(mmoles/Lc)
0 0 0 0 0 0
14,5 0,296 0,277 593 593 0.593
17.5 0.477 0,452 954 954,07 0.954
355 1,480 1,485 2960 2961.23 2,961
38,5 1,747 1,793 3493 3496,17 3.496
575 1,858 1,898 3716 3719,54 3,720
62,5 1,809 1,731 3617 3620,86 3,621
78,0 1,887 1,810 3774 377744 37T
103,5 1,784 1,788 3568 3571.50 3.571
127.5 1.656 1.642 3312 331527 3.315
TABELA 50 - Producdo de metano - Ensaio 2 (reator e sua réplica)
RP6
Tempo | micromoles CH4/0,5 mL | micromoles CH4/0,5 mL | micromoles| mmoles |Calculo final
(h) Amostra 1 Amostra 2 CH4/L. | CH4/Lc | (mmoles/Lc)
0 0 0 0 0 0
14,5 0.334 0,344 667 667 0.667
17,5 0,524 0.536 1047 1047.68 1.048
35,5 1,649 1.675 3297 3298.06 3.298
38,5 1.872 1.823 3744 3747,62 3.748
57.5 1,958 1,975 3916 3919.80 3.920
62,5 1,790 1,748 3579 3582,93 3,583
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78.0 1,793 1,732 3586 358974 3.590
79.5 1.659 1.673 3317 3320.72 3.321
103,5 1,555 1,541 3110 3113.43 3.113
127.5 1.396 1,359 2792 2795.20 2.795
152.0 2.937 0 5874 5877.16 5.877

TABELA 51 - Produciio de metano - Ensaio 3 (reator € sua réplica)

RAOVP1
Tempo | micromoles CH4/0,5 mL | micromoles CH4/0,5 mL |micromoles| mmoles Calculo final
() Amostra 1 Amostra 2 CH4/L. | CH4/Lc |(mmoles/Lc)
0 0 0 0 0 0
6 0,175 0,197 350 350 0,350
23 0,568 0,479 1137 1136,87 1.13%
28.5 0,905 0,876 1810 1811,45 1.811
49 1,150 0,000 2300 2301,88 2,302
68.5 1.751 1,741 3501 3502,55 3,503
77 1,849 1,823 3697 3700,69 3.701
100 3.047 2,069 6095 6098,37 6.098
123 5,715 0,000 11431 11435,92 11.436
150 5.590 5.422 11180 11185.32 11.185
169,5 6,365 6,190 12730 | 12740,71 12,741
173.,5 6,589 6,788 13178 13190,86 13,191
189 7.815 7,730 15629 | 15642,78 15,643
196 7,743 7,902 15487 |15502,34 15,502
214,5 6,861 7,169 13723 13738,45 13,738
219.5 7.019 6,949 14037 |14051,23 14,051
244 7,006 6,792 14011 14025,17 14,025
2705 6,278 6,265 12557 12570,60 12571
294.5 6,590 6,383 13180 |13192,04 13,192
318 6.594 0,000 13187 |13200,27 13,200
332 6,125 6,070 12250 12256,39 12.256
358 6.280 6,021 12560 12572,10 12,572
363 5,902 0.000 11804 |11816,00 11.816
383 6,065 5,812 12130 12135,60 12,136
389 6,025 5,877 12050 |12061,98 12,062
437 5,515 5,892 11031 11042,70 11,043
463,5 5,102 5,144 10205 10216,31 10.216
TABELA 52 - Producio de metano - Ensaio 3 (reator e sua réplica)
RAOVP2
Tempo | micromoles CH4/0,5 mL | micromoles CH4/0,5 mL micromoles| mmoles |Calculo final
(b) Amostra 1 Amostra 2 CH4/L | CH4/Lc | (mmoles/Lc)
0 0 0 0 0 0
6 0,166 0,151 331 331 0,331
23 0,316 0,296 631 631,42 0,631
28,5 0,407 0,379 814 814,31 0.814
49 1.338 0,855 2677 2677.69 2,678
68,5 2,200 2,231 4400 4402.29 4402
14/ 2,194 2,201 4389 4393,33 4,393
100 2,165 2,164 4330 4334,70 4,335
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143.5 2.010 0 4019 402343 4.023
150 2.263 2.263 4526 4528.11 | 4.528
169,5 1,991 2,002 3983 3987.13 3.987
173,5 1.942 2,019 3885 3888.59 3.889
189 2.063 1,984 4127 4130.66 4131
196 1.880 - 1918 3760 3764.15 3.764
214.5 1.836 1.845 3673 3676.70 3,677
219,5 1,888 1.858 3776 3779.18 3,779
244 2,060 2,033 4120 4123.,85 4,124
270,5 2,192 2,147 4384 4387.89 4.388
2045 2.544 2,529 5088 5092,74 5,093
318 2.930 2.970 5861 5865.97 5.866
332 3.502 3,513 7005 7010.60 7.011
358 4,249 4,349 8497 8504.02 8.504
365 4,291 4.360 8582 8591.00 8,591
383 5.171 5.249 10342 10350,75 10.351
389 5.664 5,493 11329 11338,92 11,339
417 6.200 6,308 12400 | 1241096 12,411
437 7.397 7379 14794 | 14806.41 14.806
452.5 8.302 8,014 16603 16618.,08 16,618
463,35 7.677 7,751 15353 15369.42 15.369
TABELA 53 - Producdo de metano - Ensaio 3 (reator e sua réplica)
RAOV3
Tempo | micromoles CH4/0,5 mL | micromoles CH4/0,5 mL | micromoles| mmoles |Calculo final
(h) Amostra 1 Amostra 2 CH4/L. | CH4/Lc | (mmoles/Lc)
0 0 0 0 0 0
6 0,194 0,156 388 388 0,388
23 0,517 0,513 1033 1033,45 1,033
28,5 0.672 0,669 1345 1345,93 1.346
49 1,551 1,380 3101 3102,64 3,103
68.5 3,699 3.742 7398 7400,73 7.401
77 4.201 4,203 8402 8409.64 8,410
100 4,756 4,730 9512 9520,10 9,520
150 5,132 5,118 10263 10272,69 10,273
169.5 4,889 4.793 9779 0789.,05 9,789
173,5 4,898 0 9795 9804.68 9,805
189 5,010 0 10020 |10025,20 10,025
214,5 4.801 0 9603 9607.61 9.608
219,5 4.866 4.868 9732 9736,40 9,736
244 5,719 5.691 11437 11446,83 11.447
270,5 6.048 6,137 12096 [12107.01 12,107
294.5 7.019 6.866 14038 14050.28 14.050
318 7.191 7,265 14381 1439519 14,395
332 7,633 0,000 15266 15280.16 15.280
358 7.435 6,916 14869 14876.93 14.877
383 T.215 6,942 14426 | 14443,65 14,444
389 7.031 6,915 14061 14075.36 14,075
437 7,099 6,508 14199 | 14212.85 14.213
452,5 6,993 6,541 13986 | 13999.61| 14,000
463.5 6,456 6.463 12913 12926.03 12.926
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TABELA 54 - Producio de metano - Ensaio 3 (reator ¢ sua réplica)

RAOVSO.”
Tempo | micromoles CH4/0,5 mL micromoles CH4/0,5 mL | micromoles| mmoles |Calculo final
(h) Amostra 1 Amostra 2 CH4/L. | CH4/Lc | (mmoles/Lc)
0 0 0 0 0 0
6 0,184 0,198 369 369 0.369
23 0,476 0,502 952 952,58 0,953
28,5 0,611 0,597 1222 1222.78 1,223
49 1,299 0 2599 2600,11 2,600
68,5 2,720 2,751 5440 5441,20 5,441
77 3,075 3,045 6151 6155,97 6.156
100 3,756 3,644 7511 751742 7,517
143.5 3,811 0 7621 7628.80 7,629
189 4,194 4,246 8389 8392.61 8,393
244 4,426 4,364 8852 8860,54 8.861
270,5 4,372 4,732 8743 8751,89 8,752
288.5 4.546 0 9091 9100,10 9,100
311 4,639 0 9277 9281,75 9.282
341 4.890 0 9779 9783,64 0,784
365 5412 5,419 10825 |10829,39 10.829
383 5.732 5.726 11465 | 1147533 11.475
389 5,938 0,000 11876 | 1188746 11,887
417 6,022 5,772 12045 |12050,44 12,050
437 6.297 0 12594 |12606,19 12.606
452,5 6,405 6,040 12811 [12817,00| 12,817
463,5 6,082 6,155 12165 | 1217725 12,177

[Re]
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OBSERVACAQ: Reprodugio na fntegra das informagdes do caso RHODIA S/A.
Néo € responsabilidade da autora da presente dissertacdo de Mestrado.

CONTAMINACAO AMBIENTAL CAUSADA PELA RHODIA

HISTORICO - CUBATAQ / INDUSTRIAS.

Cubatdo € um pequeno municipio, com 148 km?2 de extensfio, em espago
geografico formado por 57% de Serras, 25% de Mangues e 18% de planicies e
mangues aterrados.

Sobre esta 4rea minima - 26 Km?2 - dentro de limites da mata atlintica e de
manguezais - ecossistemas extremamente biodiversificados e frageis - construiu-se o
maior pdlo petroquimico e siderurgico do Pais.

Na década de 50 implanta-se a primeira refinaria da PETROBRAS - a
Refinaria Presidente Bernardes de CubatZio. Em 1965 entra em funcionamento a
Companhia Sidertirgica Paulista - COSIPA. Na década de 70 cresceu a industria
petroquimica e de fertilizantes. No total, sfio 23 industrias de ponta, nove das quais de
produtos quimicos, como a RHODIA S/A, transnacional do grupo RHONE-
POULENC, e sete industrias de fertilizantes.

Este pélo industrial foi um dos pilares mais importantes para o modelo de
desenvolvimento estabelecido pelo regime militar que entio dominava o poder
nacional no seu estagio mais arbitrario e ditatorial dos 20 anos de ditadura militar
miciado em 1964.

Cubatio era 4rea de Seguranca Nacional, comandada e administrada por
militares que para promover o entio chamado “milagre econdmico” permitiram a
transgressdo de qualquer lei ou direito - dos direitos humanos ao direito ambiental.

A degradaciio da liberdade e da cidadania foi simultinea & degradacio
devastadora do meio ambiente social e da natureza.

A supress@o da lei garantiu a impunidade absoluta e prenunciou o “Vale da
Morte” no qual Cubatdio seria transformada pelas multinacionais como a RHONE-
POULENC.

CLOROGIL - RHODIA

Em 1965 foi constituida a CLOROGIL S.A. - Industrias Quimicas, dividida
em partes iguais pela PROGIL - Socyeté Anonyme (Paris - Franca) e pela
CARBOCLORO S.A - Indistrias Quimicas (SZo Paulo/Brasil) - da Multinacional
OCIDENTAL CHEMICAL (Cleveland - OHIO/EUA). Em 1969 a CARBOCLORO
vende suas a¢des para a COLORES HOLDING (Bale, Suica).

Em 1966 entra em operagdo a unidade fabril da CLOROGIL em Cubatio,
estado de S&o Paulo, voltada a produgéio de solventes e fungicidas clorados, com a
producdo de 950 toneladas/ano. O processo produtivo liberava cerca de 2.6
toneladas/dia de residuos toxicos.

O Pentaclorofenol foi usado largamente, principalmente pela inddstria
madeireira.

Em 1971 inicia-se o processo de instalacBo de uma nova unidade sob
responsabilidade industrial da RHONE-PROGIL. Em 1974 comeca a producdo de
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5.400 toneladas/ano de Tetracloreto de Carbono (CCI4), 3.600 toneladas/ano de
Percloroetileno (C2Cl4) e 26.000 toneladas/ano de Acido Cloridrico, gerando mais de
500 toneladas/ano de residuos toxicos, principalmente hexaclorobenzeno (HCB) e
hexaclorobutadieno (HCBD).

Além do HCB e do HCBD a produgio gerava outros residuos como o
Tetraclorobenzeno, o Cloroférmio, o Tricloroetileno, etc.

Estes residuos, em torno de 53 toneladas/més, foram langados
clandestinamente numa vala localizada nos fundos da 4rea fabril, especialmente
escavada para este fim, e que suportou o descarte de 5.000 toneladas.

Preenchida a vala inicial o lixo residual era descartado aleatoriamente na area
fabril ociosa até atingir o volume assombroso de 15 mil toneladas.

De 1976 a 1978 as duas fabricas operavam a plena capacidade.

A primeira, a de “penta” - Pentaclorofenato de Sodio .

A segunda, a “tetraper” - Tetracloreto de Carbono e Percloroetileno.

Ambas causando danos irreversiveis a satide dos trabalhadores.

Ambas despejando continuamente um volume cada vez maior de residuos na
area da fabrica.

Atingindo os limites da area da fabrica para o lancamento dos residuos, a
Rhodia passou a despejé-los criminosamente por areas escolhidas no entorno dos
municipios da regido.

ey T

Foto 1 - Gleba do Quarentendrio em Sdo
Vicente: 1 dos 11 "lixdes quimicos"
(depositos clandestinos) da Rhodia ja
descobertos na Baixada Santista.

UNIDADE QUIMICA CUBATAO - RHODIA

A unidade fabril localizada em Cubat&io/S30 Paulo, gerou de 1966 a 1975 sob
o nome CLOROGIL e a partir de 1975 sob o nome RHODIA residuos toxicos, €
desenvolveu em todas as fases de suas operagles atividades agressivas 4 saide de
seus funcionarios.

De 1966 a 1978 a unidade de Cubatio produzin PENTACLOROFENOL
(C6CI50H), suspendendo-se sua fabricagdo no mesmo ano em que vieram a publico
as dentincias de mortes de trabalhadores causadas por intoxicagido com o produto.

No entanto, apenas em 1978 a sociedade tomou conhecimento das
intoxicacdes dos trabalhadores que ja vinham ocorrendo desde 1966. Alguns
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trabalhadores relatam que desde os primeiros dias de trabalho ja sentiam os sintomas:
dores de cabeca, tontura e ardéncia da garganta e nariz eram os mais comuns. Com o
passar dos meses os sintomas iam se agravando: manchas escuras na pele, alteragdes
hepéticas e no sistema nervoso. Muitos apresentavam hepatite cronica e feridas
purulentas por todo o corpo, posteriormente identificadas como cloracnes.

Com a noticia da morte de um funcionédrio da RHODIA, causada por cirrose
hepética provocada pelo pentaclorofenol, os demais operarios passaram a se organizar
para reivindicar da empresa garantia de emprego, e tratamento médico especializado.
Foi grande a resisténcia por parte da empresa em assumir a responsabilidade pelos
danos causados a satide de seus funcionarios. Somente em 20 de marco de 1986 a
RHODIA atende as reivindicagbes através de uma carta assinada na Delegacia
Regional do Trabalho.

Muitos desses trabalhadores ainda sfo funcionarios da 4rea administrativa da
RHODIA/CUBATAOQ. Com bom humor, os operirios contam que sé conseguiram
vér atendidas suas reivindicagdes quando um dos colegas, desesperado com seu
estado de saide e cansado da insensibilidade da empresa, ameagou pular da janela do
alto do edificio da Delegacia Regional do Trabalho, onde em “mesa redonda” acabou
sendo assinada a carta dos compromissos.

O episodio se repete em 1993. A morte de Carlos Alberto Miranda Vieira, um
dos operarios da RHODIA, desperta novamente os demais para o problema de
intoxicag8o. Dessa a vez a intoxicacio seria por HEXACLOROBENZENO, residuo
da produgéo de Tetracloreto de Carbono e Percloroetileno. A principio por conta
propria e depois com a ajuda do Sindicato local, os trabalhadores da RHODIA se
submeteram a exames de sangue. Dos 159 individuos que trabalhavam na unidade de
Cubatéo, 117 tem quantidades que variam entre 3 e 16 ug/dl de HCB no sangue e os
outros, até 3 ug/dL

Mais uma vez a empresa se defende alegando que nfo ha correlagdo
cientificamente comprovada entre a presenga de hexaclorobenzeno no organismo
humano e o desenvolvimento de moléstias cromicas. Essa alegacio, cinicamente
sustentada pela RHODIA em matéria paga, publicada pelo jornal santista “A Tribuna
“ , desrespeita toda literatura cientifica mundial que documenta sobejamente ser o
hexaclorobenzeno causador de lesdes hepaticas, neurologicas e dermatites entre
OUtroS.

Néo ¢ dificil compreender como ocorreu a contaminacio desses trabalhadores.
O Sindicato preparou um dossié€ fotografico sobre a fabrica e o incinerador da planta
de Cubatio da RHODIA. Nas fotos vé-se vazamentos e emanacdes, equipamentos
quebrados e nfo substituidos, dutos e canaletas que despejam residuos sem
tratamento para o rio Perequé e ainda um operario submerso em uma nuvem quimica
enquanto faz a drenagem de residuos para tambores.

Recentemente, em vistoria requerida pelo Ministério Publico, a CETESB
recolheu amostras de solo do terreno da fabrica, que foram encaminhadas aos
laboratorios do o6rgdo. O resultado das analises registra a presenca de 1.830
microgramas/kilo de pentaclorofenol e 374.000 microgramas de hexaclorobenzeno, o
que faz do terreno, sobre o qual esté instalada a fabrica, um imenso “lixdo quimico”,
ao qual seus trabalhadores estfio expostos. Essas andlises fazem parte do Inquérito
Civil instaurado pelo Ministério Publico.
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Foto3 - T dnque receptor de dgua de toda
a drea, a dgua é constantemente escura
com forte cheiro de solventes clorados.

Foto 2 - Vazamento da bomba J 1211
A/B um verdadeiro coquetel de
substancias organocloradas

INTERDICAO JUDICIAL DA UNIDADE QUIMICA DE CUBATAO -
RHODIA.

No dia 05 de fevereiro de 1.993, uma dentincia ao Ministério Piblico indicava
que no interior da unidade quimica da Rhodia existia um fosso de escavagéo contendo
material poluente.

Verificou-se que o local em questio apresenta grau de contaminagdo por
produtos quimicos incompativel com a vida humana e passivel de promover graves
danos a qualidade do meio ambiente, particularmente aos recursos hidricos (lengol
freatico).

Na verdade a escavagio encontrada servia para uma inadequada disposigédo de
materiais altamente toxicos, os residuos so6lidos industriais - RSI, gerados no processo
de producéo da unidade.

Como vimos, os RSI s3o compostos por produtos quimicos altamente
perigosos sendo o principal o Hexaclorobenzeno, além do Hexaclorobutadieno, do
Pentaclorobenzeno e do tetraclorobenzeno entre outros, substincias estas
mundialmente condenadas em razio da altissima nocividade ao meio ambiente,
causadoras de inimeros males a satde e 4 vida dos seres vivos, entre eles o céncer e
graves eventos de intoxicac#o.

No que concerne a prevengdo do céncer, a bibliografia internacional
especializada alerta para os graves perigos do Hexaclorobenzeno e do
Hexaclorobutadieno através da edicdo de manuais que tem o objetivo de fornecer
subsidios para sua adequada manipulagdio, patrocinados por entidades de grande
respeitabilidade mundial.
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Causa grave preocupacio a alta concentragéo de RSI mal dispostos no local,
que ¢ infinitamente superior aos limites internacionalmente aceitos para o meio
ambiente.

Dai se afirmar que ha absoluta incompatibilidade com a vida humana

Para se ter uma idéia acerca dos pardmetros internacionais que, observe-se,
ndo sdo padrdes, mas recomendacdes (face as incontaveis utilizacdes dadas a cada
solo), ha paises como a Alemanha, nfio muito exigente, que admitem um limite de
Hexaclorobenzeno de 50.0 ppb (partes por bilhdo) em jardins e areas de recreacdo. A
Suica, mais restritiva, aceita 10.0 ppb, nfo admitindo-se a utilizacsio da area para
plantio, pastagens e recreacgéo.

Foto 4 - Drenagem de residuo para
tambores. Temperatura de 200°C e - a ¢
liberando muitos gases para a atmosfera. Foto 5- Escava;:oes para constru;:ao de

Essa drenagem é feita 3 a 4 vezes durante '@nque para estocagem de Ascarel (dleo de
& hovas de vrabalha. transformadores elétricos rico em PCBs)

cuja incineragdo a Rhodia pretendia
explorar comercialmente. Apesar da
proibigcio da CETESB, a empresa efetuou
clandestinamente, a noite, uma incineracdo
experimental.

No que tange a quantidade de RSI encontrada no interior da Rhodia, na
porcio de solo removida, verificou-se que o Hexaclorobenzeno comparado as
recomendacbes da Alemanha eram 15.340 vezes maior que os 50.0 ppb do padréo
alem#o.

Pelo que vemos os niveis de concentragdo de produtos téxicos no interior da
Rhodia atingem niveis criticos. E de se ressaltar a conduta extremamente reprovavel
da filial da RHONE-POULENC, uma vez que durante muitos anos ocultou de toda a
sociedade a existéncia desse fato criminoso, em prejuizo da qualidade de vida dos
individuos que entraram em contato com aquele ambiente hostil.

E para realcar a gravidade da questdio existem inimeras agGes publicas e
medidas cautelares contra a Rhodia. Inclusive uma acZo sob o niimero 275/92 que
obriga a RHODIA a prospectar toda a regido para a localizagdo dos depésitos
clandestinos de produtos organoclorados de sua responsabilidade. Mesmo com esta
acdo a RHODIA ocultou a contaminacfio na sua propria Unidade Quimica de
Cubatgo.
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A RHODIA ocultou este fato devido ao dispéndio de somas vultosissimas de
dinheiro a que seria obrigada a dispOr para a solu¢io adequada do problema, além de
ter sua imagem comprometida perante a opiniio publica.

A gravidade do problema, onde se verifica a absoluta impossibilidade para a
coexisténcia da vida humana no local, é apontada através do fato de que todos os
empregados da RHODIA estio contaminados pelo Hexaclorobenzeno, inclusive com
o Obito de sete funcionarios até agora, somente apos a interdicéo.

No dia 7 de junho de 1.993, a Justica de Cubatéo determina a pronta e total
interdi¢do da Unidade Quimica Cubatfio da Rhodia.

A unidade est4 interditada até hoje - abril de 1997 - ha quase quatro anos.

No cHao mugm{{ﬂ%x

Foto 7- Prava do descaso na
SR \ manutencdo dos equipamentos: linha
Foto 6 - Bomba J 2320 constantemente de sucgdo da J - 2320 no chdo durante
parada, ficou 1 ano fora de operacao. 8 meses.
Quando chove, é insuficiente para a
drenagem, transbordando para o rio.

A FABRICA FECHADA - COMECA UMA NOVA ETAPA DA LUTA.

O fechamento de uma fabrica da maior transnacional da industria quimica do
Brasil, a RHODIA / RHONE-POULENC, uma das maiores do mundo, e ainda mais,
num polo estratégico para a economia nacional, foi um acontecimento € uma vitdria
histéricos para o movimento sindical, o movimento popular, a sociedade organizada
enfim.

Foram 20 anos de luta ininterrupta, persistente e desigual, entre trabalhadores
(com infra-estrutura e recursos financeiros precarios para sustenta-la) e a RHODIA /
RHONE-POULENC (com poder econdmico e nivel de influéncia altissimo junto ao
governo brasileiro, ao Itamaraty, ao Ministério da Saide - como a maior fornecedora
de remédios, aos centros de poder).

O objeto do litigio foi a violagdio contumaz das leis trabalhistas ¢ ambientais
brasileiras e, em ultima instincia, a transgressdo progressiva dos principios
elementares da civilizacdo por parte da transnacional francesa. -DEZENAS DE
MORTOS; -40 MIL CONTAMINADOS; -2 MILHOES DE METROS
QUADRADOS DE SOLO E DE AGUA CONTAMINADOS; -300 MIL
TONELADAS DE LIXO QUIMICO POLUENTE; -CUSTO ESTIMADO DE 1
BILHAO E MEIO DE DOLARES PARA REPARACAO DOS DANOS.
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S6 na recuperacgio das dreas contaminadas de um tnico municipio atingido -
S0 Vicente, a RHODIA / RHONE-POULENC tera de dispensar 1 bilhdio de délares,
conforme célculo do engenheiro ambiental Werner Eugénio Zulauf , ex-gerente da
CETESB, 6rgio de controle ambiental do estado de S&o Paulo e atual Secretario do
Meio Ambiente da cidade de Sdo Paulo. O engenheiro Zulauf conhece a fundo o
“CASO RHODIA” e 0 acompanha ha pelo menos 15 anos.

S6 agora iniciam-se os primeiros monitoramentos epidemiolégicos para avaliar
a extensdo da contaminagdo da populacdo por organoclorados. Os especialistas
suspeitam um numero em torno de 40 mil moradores, s6 na 4rea continental de S&o
Vicente.

O volume de 300 mil toneladas de material contaminado néo € definitivo. Os
fatores naturais e antrépicos aumentam, dia a dia, a pluma de contaminacéo no solo,
no aquifero e no lencol freatico.

Enfatize-se que, na atual legislagdo ambiental brasileira - uma das mais
completas do mundo, antes mesmo da protegéio & natureza, o sujeito da protecéio legal
¢ o cidadfo. Abordada com propriedade na afirmacéio de Berlinger, G - In “Medicina
e Politica™:

“ O conceito de protecdo a natureza implica no reconhecimento de que a
primeira natureza violentada na sua integridade € a natureza do homem e, sobretudo,
a dos operarios.”

O Ministério Publico e a Curadoria do Meio Ambiente, responsaveis pelo
fechamento legal da fabrica, obrigaram a ré RHODIA a dar garantias integrais de
emprego por 4 anos e a arcar com 0s custos da avaliacdo e tratamento médico pela
vida inteira, aos 156 operarios afastados pelo fechamento.

Estdo em curso agdes civis e em elaborac@o acdes criminais contra a RHODIA
e os diretores responséveis, incluindo Edson Vaz Musa, ex-presidente da Rhodia e
executivo da RHONE-POULENC.

ACPO - ASSOCIACAO DOS CONTAMINADOS PROFISSIONALMENTE
POR ORGANOCLORADOS

Em todo esse processo prolongado da demanda contra a RHODIA , foi se
estruturando uma associacdo que centralizasse e assumisse a autoria e coordenagéo
das diversas acdes contra a RHODIA.

A ACPO, entidade juridica com status de entidade piblica e sem fins
lucrativos estd iniciando processo de ampliacio e estruturacdo para associar
trabalhadores contaminados com substincias organocloradas das fabricas da
RHODIA em ambito do Brasil. Posteriormente, estuda-se a possibilidade da fus&o
juridica com as entidades que congregam a populagio do entorno das fébricas,
também contaminadas.

A caracteristica marcante e definidora da ACPO € sua origem de base, uma
extracdo realmente trabalhadora, de consciéncia de cidadania emergente face as
relagdes de producdo impostas por uma multinacional como a RHODIA em uma
ditadura militar, € que provocou este tipo de seqiiela, a devastacdo da saide humana e
da natureza.

Embora pareca pretensioso, o projeto de ampliagdo da ACPO fundamenta-se
em oportunidades concretas, em situacdes limites vividas pela classe trabalhadora
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brasileira diante da imposicdo vigorosa do neo-liberalismo pela elite empresarial
dominante.

Para atingir este objetivo a ACPO, amparada pelos Sindicatos dos Quimicos
de Sdo Paulo, ABC e Paulinia, € outras entidades sindicais, ambientalistas e populares
ja realizou o:

I ENCONTRO ESTADUAL DOS TRABALHADORES E VITIMAS DA RHODIA
AMERICANA - SAO PAULO / BRASIL 10 A 11 DE DEZEMBRO DE 1.994

I ENCONTRO NACIONAL DOS TRABALHADORES E VITIMAS DA RHODIA
SANTOS - SAO PAULO / BR 31 DE MARCO, 1 E 2 DE ABRIL DE 1.995

A ACPO organiza manifestacdes periddicas de reflexfio e protestos, passeatas,
publicacBes e exerce pressdo permanente junto ao governo Federal, o Congresso
Nacional, o Poder Judiciario, e as entidades internacionais mais representativas da
defesa do Meio Ambiente e dos Direitos Humanos.

Face ao exposto , encarecemos a participagéio e a solidariedade, a ajuda
politica e material, das entidades internacionais e das pessoas que acreditam em
formas de vida mais humanas e que recusam o avango ameacador da barbérie. Fontes
: -Relat6rios do GREENPEACE; -Férum Permanente de Saude e Meio Ambiente da
Baixada Santista; -Dossié “O CASO RHODIA”; -Imprensa nacional.
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